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RESUMO

Existem fatores econdmicos, regulamentares, mercadoldgicos, de estilo de
vida, nutricionais e dietéticos para justificar a intensidade das pesquisas dedicadas "a
formulagdo de produtos isentos de colesterol ou ac desenvolvimento de tecnologias
que reduzam o teor de colesterol nos alimentos. Este trabalho contempla o
desenvolvimento de processos baseados na utilizag&o de "quilaia™ - extratos de grau
alimenticio de saponinas de Quillaja saponaria Molina. Sdo estudadas duas
alternativas: 1) o0 processo liquido-liquido (LL.), envoivendo o contato do dleo de
manteiga com uma solugdo aquosa de quilaia, e 2) o processo sélido-liguido-liquido
(SLL), em que ac meio bifasico resultante do processo LL & adicionada a terra
diatomacea; em ambos 0s casos, a efapa final & a separa¢do e recuperacdo, por
centrifugac¢do, do dlec com teor reduzido de colesterol.

A primeira etapa deste trabalho teve carater tecnoldgico. Extratos de quilaia
em pod e dleo de manteiga comercialmente disponiveis foram utilizados para avaliar
os efeitos de varidveis nos niveis de remogédo de colesterol obtidos do processo SLL;
também foram comparados 0s processos LL e SLL. No processo SLL observou-se
que: 1) ocorre uma distribuicdo de colesterol entre todas as trés fases (oleosa,
aquosa e sdlida), resultando uma fase oleosa com teor de colesterot reduzido
relativamente ao 6leo de manteiga inicial, @ 2) niveis crescentes de remocio de
colestero! foram obtidos com a diminuigic do pH e com o aumento tanto da
concentracdo da solugdo de quilaia quanto da quantidade de terra diatomécea. As
curvas de distribuicdo de colesterol no equilibric entre as fases resultantes dos
processos LL e SLL indicaram que o segundo processo é mais efetivo. Observou-se
que a procedéncia da quilaia tem importante impacto nos niveis de remogéo de
colesterol, e que produtos de fontes comerciais distintas apresentam diferengas
substancias na sua composigdo quimica.

Na segunda etapa, foram utilizadas solugdes de colesterol em decano como
substitutivos do dleo de manteiga e um extrato de saponinas mais purificado como
sistema bifasico modelo. O objetivo foi definir a concentragdo de micela critica (CMC)
da solugdio aquosa de quilaia e a distribuicdo de colesterol no sistema bifasico
modelo, verificando-se o efeito das varidveis no processo de formag¢do de micelas e
na remogio de colesterol. Também, buscou-se obter evidéncias do envolvimento de
micelas na separacdo de colestercl. De maneira geral, a formacédo de micelas foi
favorecida {redu¢éo da CMC) com a redugdo do pH e da temperatura, e com 2 adigdo
de cloreto de sddio. No sistema bifasico modelo, as analises indicaram que o
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colesterol removido da fase decano se encontrava efetivamente solubilizado no seio
da fase aquosa em concentragfes de até quase mil vezes a sua solubilidade
aparente em agua pura. De maneira geral, a solubilizacdo de colesterol na fase
aquosa foi aumentada com o aumento da concentracdo de quilaia em solucgéo,
reducdo da temperatura e adigdo de cloreto de sédio; o efeito do pH depende do
nivel de temperatura empregado.

Como regra geral, a concentragdo fixa de surfatante, condigbes que favorecem
a formagdo de micelas (reduzindo a CMC) também favorecem a solubilizagdo de
solutos em solugdes aquosas micelares. Houve coincidéncia nas tendéncias de
redugdo da CMC e de aumento da solubilizagdo de colesterol na fase aguosa com a
variacdo de temperatura, pH e adi¢cdo de sal em algumas condigdes experimentais
enquanto que, em outras, tendéncias opostas ou conflitantes foram observadas. Em
um experimento especifico, observou-se que ndo ocorreu redugdc no teor de
colesterol na fase decano em contato com solugdes de quilaia abaixo da CMC. Na
auséncia de evidéncias diretas e considerando os resultados obtidos, a hipdtese de
que a solubilizagdo em micelas seja um dos mecanismos envolvidos na separagio
de colesterol ndo pode ser rejeitada. Por outro lado, devem também ser consideradas
alternativas de solubilizagdo associadas a outras estruturas coloidais (cristais
liquidos) que poderiam ser formadas em solugbes aguosas pelos compostos
anfifiticos dos exiratos de quilaia.

Além do desenvoivimento técnico-cientifico, os resultados poderdo colaborar
para o desenvolvimento econdmico atraveés da produgdo de gordura de leite sem
colesterol, abrinde a possibilidade de formulacdo de uma variada gama de produtos
lacteos e ndo-ldcteos com baixos teores ou isentos de colesterol, atraentes a
segmentos especificos do mercado consumidor.
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ABSTRACT

There are economic, regulatory, marketing, lifestyle, nutritional and dietary
factors to justify the intensive research devoted to the formulation of cholesterol-free
products or to the development of technologies to reduce cholesterol content in foods.
The current work considers the development of processes based on the use of
“quillaja” - food grade extracts of saponins from Quillaja saponaria Molina. Two
alternatives are studied: 1) the liquid-liquid (LL) process, involving the contact of
butteroil with an agueous quillaja solution, and 2) the solid-liquid-liquid (SLL)
process, where diatomaceous earth is added to the two-phase medium resulting from
the LL process; in both cases, the final step is the separation and recovery of the
chotesterol-reduced oil by centrifugation.

The first part of the current work had a technological character. Commercially
available powdered quitlaja extracts and butteroil were used to determine the effects
of variables on the levels of cholesterol removal obtained by the SLL process; also,
the LL and SLL processes were compared. It was observed that in the SLL process:
1) there is a distribution of cholestsrol among all three phases (oil, aqueous and
solid), resulting in an oil phase with reduced cholesterol content relative to the original
butteroil, and 2) increased levels of cholesterol removal were obtained by reducing
the pH and by increasing the concentration of quillaja solution as well as the amount
of diatomaceous earth. The equilibrium distribution curves of cholesterol among
phases resulting from the LL and SLL processes indicated that the second process is
more effective. It was observed that the source of quillaja has an important impact on
the tevels of cholesterol removal, and that products from distinct commercial sources
exhibit substantial differences in their chemical composition.

In the second part, a more purified quillaja extract and cholesterol solutions in
decane as replacers for the butteroil were used as a two-phase model system. The
objective was to define the critical micelle concentration (CMC) of the aqueous
quiliaja solution and the distribution of cholesterol in the two-phase model system, to
verify the effect of variables in micelle formation process and cholesterol removal.
Also, evidences of the involvement of micelles in cholesterol separation were sought.

In general, micelie formation was favoured (lowering the CMC}) by lowering pH
and temperature, and by adding sodium chloride. In the two-phase mode! system,
analyses indicated that cholesterol removed from the decane phase was effactively
solubilized in the bulk of the aqueous phase, in concentrations up to nearly one
thousand times its apparent solubility in pure water. In general, choiesterol
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solubilization in the aqueous phase was promoted by increasing the concentration of
quillaja solution, reducing the temperature and by adding sodium chloride; the pH
effect depends upon the level of temperature used.

As a general rule, at fixed surfactant concentration, conditions that favour
micelle formation (lowering CMC) also promote solubilization of solutes in micellar
aqueous solutions. There was coincidence in the trends of CMC reduction and
cholesterol solubilization increase in the aqueous phase with varying temperature, pH
and addition of salt in some experimental conditions, while in others opposing or
conflicting trends were observed. In one specific experiment, it was observed that no
cholesterol was removed from the decane phase in contact with quillaja solutions
below the CMC. In the absence of direct evidences and considering results obtained,
the hypothesis that the solubilization in micelles is one of the mechanisms operating
in cholesterol separation cannot be rejected. On the other hand, solubilization
alternatives associated with other colloidal structures (liquid crystals) that might be
formed in agueous solutions by amphiphilic compounds from quillaja extracts shail be
considered as well.

In addition to the technical and scientific development, the results may
collaborate to the economic devetopment through the production of cholesterol-free
milktat, opening the possibility for the formulation of a wide range of chotesterol-
reduced and cholesterol-free dairy and non-dairy products, attractive to specific
segments of the consumer market.



1. Introdugdo

l. INTRODUGAO

1. Relevincia da pesquisa

Existem fatores econdmicos, regulamentares, mercadolégicos, de estilo de vida,
nutricionais e dietéticos, que justificam a intensidade das pesquisas dedicadas 'a
formulagio de produtos isentos de colesterol ou ac desenvolvimento de tecnologias
que reduzam apreciavelmente 0 seu teor nos alimentos (HETTINGA, 1989; BARR,
1990: KANTOR, 1980; MORRIS, 1991; MUCK, 1991).

Um retrato bastante fiel das preocupag¢des dos consumidores com oS
constituintes dos alimentos foi publicado em artigo intitulado Fear of food no Wall
Street Journal de 23 de junho de 1988. Neste artigo foram relatados os resultados de
uma pesquisa, feita pelo Food Marketing Institute nos EUA, em que aos
consumidores foi perguntado quanto eles estavam preocupados com alguns
constituintes dos alimentos. Dos respondentes, 61% viam as gorduras COmMo um risco
sério ‘a salide e 35% como apresentando certo risco; 59% e 35% viam o colesterol
COMC UM risco sério e certo risco, respectivamente (BRADLEY, 1991). Esta situagdo
ndo mudou desde entZo e, atualmente, a preocupagdo nutricional dos consumidores
continua focada na gordura em primeiro lugar e no colesterol em segundo
(YOKOYAMA, 1996).

E crescente a conscientizacdo do consumidor com a relagdo entre conteudo de
gordura e colesterol em sua dieta, e doengas coronarias e alguns tipos de cancer.
Verifica-se uma mudanga de habitos e costumes que gerou uma pressao sobre a
industria de alimentos no sentido de projetar, modificar, preparar, promover, rotular e
distribuir alimentos seguros, atrativos e saborosos, que contenham um teor reduzido
de colesterol assim como de &cidos graxos saturados e de gordura total (NATIONAL
CHOLESTEROL EDUCATION PROGRAM, 1990; BRAY, 1991; HAMMOCK, 1991,
YOKOYAMA, 1896).

A industria de laticinios dos palses industrializados j& sofreu um impacto
significativo nesse sentido, observando-se nos glitimos anos uma redu¢do no
consumo de produtos lacteos "integrais”, e aumento o dos equivalentes com baixos
teores de gordura‘colesterol ou mesmo sucedaneos n&o lacteos (KANTOR, 1990).

Nos EUA, os produtos contendo baixos teores de gordura/colesterol ou calorias
estio superando seus equivalentes com teores regulares. Por exemplo, as taxas
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recentes de crescimento global dos segmentos de queijo processado e
sorvetes/sobremesas congeladas foram de + 2,5% e + 4,0%, enquanto que os
componentes destes segmentos com baixos teores de gordura/colesterol ou calorias
cresceram + 40% e + 8,0%, respectivamente (GREENWALD, 1991). De 1965 a 1988,
a participagdo do Jeite integral nas vendas de leite fluido caiu de 86,3% para 43,5%
enquanto que a de leites desnatado e com baixos teores de gordura subiu de 11,3%
para 51,0%. Entre 1971 e 1988 o consumo per capita de leite integral caiu de 90 para
45 kg, enquanto que o de baixo teor de gordura subiu de 15,7 para 42,1 kg. Ha
definitivamente uma tendéncia em favor de produtos iacteos com baixo teor de
gordura/colesterol, como indicado pelo nimerc substancial e crescente de novos
produtos (queijos, sorvetes, iogurtes, etc) langados neste segmento a cada ano
(MUCK, 1991). Essa tendéncia da demanda também & observavel no Brasil e sua
satisfag&o exigira o progresso tecnolégico do setor industrial.

Uma variedade de tecnolegias de processamento que conduz ‘a redugio do
teor de coiesterol em produtos lacteos tem sido investigada, tais como: conversio
enzimatica de colesterot a esterdis ndo absorviveis, destilacsio por arraste de vapor,
extragdo supercritica, formacio de complexos e/ou adsor¢go. Guardado o variado
estagio de desenvolvimento de cada processo, o potencial de cada um é limitado
pelo compromisso entre custos e seletividade da operacfo, e todas estas tecnologias
apresentam vantagens e desvantagens (WISCONSIN MILK MARKETING BOARD,
1989; BRADLEY, 1991; GREENWALD, 1991; MORRIS, 1991). O colestero! obtido
como subproduto dos processos tem também um valor comercial consideravel, sendo
utilizado na fabricagdo de esterdis e emolientes & em cremes para pele (BRADLEY,
1991).

Este trabalho contempla o desenvolvimento de tecnologia para redugfio do teor
de coiesterol que tem como mecanismo de separa¢fio proposto a formacio de
agregados do colesterol com saponinas de quilaia, tecnologia que tem como
vantagens potenciais a possibilidade de ser implementada com equipamentos
convencionais ja disponiveis na inddstria de laticinios, com escala de produgsio
flexivel e custos operacionais baixos, sem altera¢fo da quaiidade e com altos
rendimentos de produto final. Este conjunto de vantagens é que torna esta tecnologia
potencialmente promissora, e particularmente adequada ‘as condi¢des brasileiras.

O uso de extratos de quilaia para reduzir o teor de colesterol do dSleg de
manteiga (butteroil ) foi proposto por SUNDFELD (1992). Pretende-se implementar os
conhecimentos técnico-cientificos dessa tecnologia, buscando identificar e
correlacionar 0s mecanismos envolividos nas varias etapas do processo e delimitar a
influéncia de varidveis em sua eficiéncia global. Espera-se poder contribuir para o
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dominio dos principios que regem esses processos, fornecendo subsidios a agdes
futuras que levem n#o s6 a melhorias na tecnologia existente, mas também a
eventuais estudos de ampliagio de escala e de viabilidade econdmica visando seu
repasse e incorporagdo ao setor industrial.

Neste sentido, o presente trabalho apresenta contribuigdes originais na
definicdo do efeito combinado de pardmetros (temperatura, pH, concentracio da
solugdo de quilaia e quantidade de terra diatomacea) dos processos propostos por
SUNDFELD (1892) nos niveis de remogédo de colesterol do éleo de manteiga, assim
como na construgdo de curvas de distribuicdo no equilibrio de colesterol entre fases
resultantes destes processos de separa¢do, permitindo sua simulagéo em multiplos
estagios. S&o apresentados ainda os efeitos combinados da temperatura, pH e
adigdo de cloreto de s6dio na concentragdo de micela critica (CMC) de extratos de
quitaia e na distribuicgo de colesterol entre fases no sistema decano/solucdo aquosa
de quitaia, cotrelacionando-se os fendmenos de formagdo de micelas com o de
solubilizacédo de colesterol.

E importante ressaltar que, dadas as atitudes e demandas atuais dos
consumidores, uma empresa que venha a oferecer produtos facteos com baixos
teores de colesterol a pregos competitivos deverd ter uma vantagem substancial a
nivel de mercado. O desenvoivimento de gordura lactea isenta de colesterol abrird a
possibilidade de formulagdo de um amplo e variado espectro de produtos iacteos e
ndo-lacteos, isentos ou com baixos teores de colesterol, atraentes a um segmento de
consumidores preocupados com sua saude e com renda suficiente para pagamento
de um prego diferenciado. Portanto, a remogdo do colesterol da gordura do leite
representara uma alternativa de marketing muito Gtil ao setor industrial de laticinios
em particular e de alimentos em geral.
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2. Objetivos

O objetive geral da pesquisa foi o levantamento experimental de subsidios para
a compreenséo, dominio e desenvolvimento da tecnologia para redu¢doc do teor de
colesterol da gordura lactea, através do uso de solugdes aguosas de exiratos de grau
alimenticio de Quillaja saponaria Molina. Foram considerados dois processos de
separacgdo alternativos propostos por SUNDFELD (1992) e denominados: 1) Liquido-
liquido (LL), envolvendo o contato do 6leo de manteiga com uma solugdo aquosa de
quilaia e 2) Sdlido-liquido-liquido (SLL), em que a0 meio liquido bifidsico resultante
do processo LL ¢ adicionada a terra diatomdacea; a etapa final em ambos os
processos € a separagdo e recuperagdo, por centrifugacédo, do dleo com teor
reduzido de colesterol. Nestes processos, os mecanismos propostos por SUNDFELD
(1992) como operantes na separa¢do foram o de solubilizagdc de colestero! nas
micelas de saponinas de quilaia em solugdo aquosa e em estruturas micelares
(admicelas) adsorvidas na terra diatomacea.

Numa primeira fase, de carater eminentemente tecnoiégico, foram avaliados os
efeitos de variaveis nos niveis de remogdo de colesterol obtidos pelo processo SLL e
comparadas as opcdes de processo LL e SLL aplicadas ao dleo de manteiga. Estes
experimentos permitirfo uma visio “real” destas alternativas de processo, passiveis
de impiementag¢do pelo setor industrial, € cuja viabilidade técnica e efetividade
convém verificar. A hipdtese de trabatho é a de que os niveis de remogdo de
colesterol sdo afetados pelos pardmetros de processo € que, através do controle
apropriado deles, 0os niveis de separagdo do colesterol podem ser controlados. Os
objetivos especificos desta fase do trabatho foram:

» verificar o efeito dos pardmetros temperatura, pH, concentragdo da solugdo de
quilaia e quantidade de terra diatomacea nos niveis de remog¢do de colesterol
obtidos pelo processo SLL aplicade ao dleo de manteiga;

» verificar o tempo de equilibrio das etapas e a distribuicdo de colesterol entre as
fases resultantes dos processos LL ¢ SLL aplicados ao dlea de manteiga, a véarias
concentragdes da solucdo de quilaia, e simular a efetividade destes processos em
miitiplo estagio;

« verificar s@ a procedéncia da quilaia afeta 0s niveis de remo¢do de colesterol
promovidos pelos processos LL e SLL aplicados ao §leo de manteiga e, caso
positivo, buscar identificar as possiveis causas através da caracterizacio das
quilaias.
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Numa segunda fase, procurou-se melhor caracterizar a solugdo aquosa de
quilaia e a distribuigdo de colestercl entre fases num sistema bifasico liquido-liquido
andlogo ao resultante do processo LL, verificando-se o efeito de variaveis de
processo na formac¢do de micelas e na remogdo de colesterol. Nestes estudos foi
utilizada uma solugdo de colesterol em decanc como substitutivo do 6lec de
manteiga e um extrato de quilaia mais purificado. A atenc¢fio esteve voitada para a
fase aquosa (a solugdo aquosa de quilaia), objetivando obter informacdes que
permitam um methor entendimento e controle do processo. Considerando que o
mecanismo de separagio proposto por SUNDFELD (1992) envolve a solubilizacdo
de colesterol em micelas presentes na fase aquosa, a hipdtese de trabatho ¢ a de
que a extensdo desta solubilizagdo & fungéio de pardametros de processo e gue,
através do controle apropriado destes parametros, a formagdo de micelas em solugdo
aquosa e ¢ nivel de separacdo do colesterci podem ser controlados. Os objetivos
especificos desta fase do trabatho foram:

» determinar a faixa de concentrago em que extratos de quilaia formam micelas em
solu¢do aquosa, assim como o efeito da temperatura, pH e adic&o de cloreto de
sodio na concentragdo de micela critica (CMC);

= determinar & quantidade de colesterol que, a partir de uma solugio em decano, &
solubilizada em solugdes aquosas de quilaia a varias concentragdes, e como esta
quantidade ¢é afetada pela temperatura, pH e adigéo de cloreto de sddio;

« correlacionar os fendmenos de formagdo de micelas com o da solubilizagdo de
colesterol neste sistema bifdsico, buscando evidéncias que corroborem o
mecanismo de separagio proposto.



Il. Hevisdo de Literatura
li. REVISAO DE LITERATURA

1. Colesterol na gordura do leite

1.1. Colesterol

O colesterol, um esterol com formula Ca7HasOH, & 0 precursor dos acidos
biliares, hormdnios esteroidais, e pré-vitamina D3. A maior parte do colesterol
necessario para as fungdes normais do organismo humano ¢ sintetizada
endogenamente, mas quantidade substancial do total de colesterol presente no
organismo & também obtida da dieta. Plantas contém quantidades insignificantes de
colesterol, mas contém outros esterdis similares usualmente denominados fitosterdis.
Animais herbivoros possuem tanto 0 colesterol como outros esterdis em seus tecidos
(FEELEY et al., 1972; SWEENEY & WEIHRAUCH, 1976). A Figura Il.1 apresenta a
estrutura e algumas propriedades relevantes do colesterol.

HL CHy
HL
CH
HL 8
Férmula CeT Has OH
Peso molecular : 386,87
Ponto de fusSo : 148,5 °C
Densidade : 1,067  {(20°C/4°C H20)
Solubilidade : INSOLUVEL ) - H2O
LIGEIRAMENTE SOLUVEL - Akool
SOLUVEL - Agetona, Banzeno,
Clorcidemrio, Eter
Oleos vegetais

FIGURA 1. 1. Estrutura ¢ propriedades do colesieroi.
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1.2. Teor de colesterol em produtos lacteos

Os triaciiglicerois representam a maior porgdo dos lipidios presentes no leite:
97-98% do total. Pequenas quantidades de mono e diacilglicerdis, colesterol livre e
ésteres de colesterol, acidos graxos livres e fosfolipidios também estdo presentes. A
presenga de quantidades relativamente grandes de glicerideos parciais e acidos
graxos ndo esterificados normalmente significa a occorréncia de lipdlise como
resultado da manipulagdo inadequada do leite (CHRISTIE, 1987). Os acidos graxos
predominantes na gordura do ieite s&o o paimitico (C16:0), oléico (C18:1) e estedrico
(C18:0) (NAWAR, 1985).

O colesterol é encontrado na fragdo lipidica em trés formas: livre na gordura,
ligado a lipoproteinas dos glébulos de gordura, esterificado com acidos graxos
(JENNESS & PATTON, 1959; THOMPSON et al., 1961). A maior parte do teor de
esterdis do leite é formada por colesterol; entretanto, outros esterdis correlatos,
incluindo fitosterdis, ja foram detectados (PARODI, 1973).

O colesterol esta presente principaimente em alimentos de origem animal e as
maiores fontes na dieta sio geralmente ovos, produtos de laticinios, e produtos
cameos. Muitas compilacBes de dados do teor de colestero! em alimentos, incluidos
produtos de laticinios, foram publicadas (FEELEY et al., 1972; LA CROIX et al., 1973,;
POSATI & ORR, 1976; SWEENEY & WEIHRAUCH, 1976; REEVES il & WEIHRAUCH,
1979; HOLLAND et a/., 1989).

Muitos fatores t&m sido relatados como afetando o contetido de colsesterol e/ou
gordura do leite e produtos lacteos, tais como a raga dos rebanhos, estagido, estagio
de lactagfio e tipo de raglic, e os resultados obtidos por varios autores sdo0
controvertidos (FOX & GARDNER, 1923; NATAF et al., 1948; JENNESS & PATTON,
1959: HOMER & VIRTANEN, 1967; PRASAD & PANDITA, 1987).

Os teores de colestero! livre e esterificado em produtos l&cteos relatados por
varios autores s#0 sujeitos a controvérsia. A proporgdo do colesterol total na forma
esterificada foi reportada como 0% (NATAF et al., 1948), 5% (HOMER & VIRTANEN,
1967}, de 5 a 10% (DE MAN, 1884), 10% (WOOD & BITMAN, 1986; CHRISTIE, 1987)
e 15% (JENSEN et al., 1990).

A presenca de esterbis que nfo o colesterol na gordura do jeite tambeém foi
relatada por varios autores. PARODI (1973) estudou os ieores de colesterol e outros
esterdis na gordura de leite na Austréfia e indicou a presenga de 7-dehidrocolesterol,
campesterol, B-sitosterol, estigmasterol, e possivelmente ergosterol. O autor também
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revisou os dados publicados por vérios autores sobre o assunto confirmando z
presenca destes estertis na gordura do leite, acrescentando-se também lanosterol e
dehidrolanostercl. Os principais esterdis identificados, em teor decrescente, foram B-
sitosterol, campesterol, ¢ estigmasterol. O teor de esterdis 3B8-hidréxi que néo o
colesterol na gordura do leite foi definido como de até 3 mg/100g gordura. As
estruturas de alguns esterdis relevantes sdo apresentadas na Figura 11.2.

HL HL
HE Oy HE CHy
G_l 1
H
COLESTEROL CAMPESTEROL
HL HL
HL Cris H Gy
CH cH
HE CHg 3 L s 3
B-SITOSTEROL ESTIGMASTEROL

FIGURA [I.2. Estrutura de esterdis selecionados.

MC CARTHY ef al. (1964) examinaram o$ destilados moiecuiares de Sleo de
manieiga (butteroil )} e relataram que 95% do teor total de esterdis era colesterol. A
presenga de ésteres de colesterol tamhém foi detectada.

FEELEY et al. (1972) observaram que grupos de produtos lacteos com baixo
teor de gordura tdm mais colesterol, em retagdo ao seu contetido ds gordura, do que
aqueles produtos com teores mais altos de gordura. Os autores verificaram que
enquanto o leite integral tinha ao redor de 4 mg colesterolfg gordura, o leite
desnatado liquido tinha aproximadamente 30 mg/g gordura. LA CROIX et al. (1973)
também observou esta disparidade no teor de colesterol com base no contetdo de
gordura entre produtos lacteos. RUSSEL & GRAY (1979) determinaram o teor de
colesterol de produtos lacteos fabricados a partir de um mesmo iote de leite e
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relataram que o leite integral e produtos com alto teor de gordura (leite integral em
pd, manteiga, queijo e creme) tinham um teor de cotesterol ao redor de 3 mg/g
gordura, enquanto que em produtos com baixo conteiido de gordura (leite desnatado,
soro, caseinas e concentrados de soro) o teor de colesterol variava de 8 - 50 mgig
gordura. Os autores explicaram que, apés a remogao do creme, a gordura
remanescente no leite desnatado consistia de uma parte dos giébulos de gordura
menores presentes no leite integral, mais a gordura oriunda de material das
membranas. J& gue hé evidéncia de que o colesterol se concentra nas membranas
dos glébulos de gordura do leite, o teor relativamente alto na gordura do leite
desnatado e produtos correlatos deveria ser esperada.

A faixa de valores para o teor de colesterol relatada na literatura, para um
determinado produto, é usualmente larga. Esta amplitude da faixa de valores &
devida ndo somente a variabilidade intrinseca das amostras, mas também resultante
dos diferentes métodos usados na determinagdo de colesterol. A Tabela i.1
apresenta uma compilagdo dos teores de colesterol em produtos lacteos, relatados
por varios autores.

TABELA I.1. Teor de colesterol em produtos lacteos, segundo varios autores.

Produto Teor de colesterol Fonte
(mg/g gordura)
i eite integral 40 IFEELEY ot al., 1972
3,68 - 4,49 LA CROIX etal., 1973
2,23 - 4,82 SWEENEY & WEIHRAUCH, 1976
Creme de lsite 3,62 - 3,68 [FEELEY et al., 1972
1,90 - 3,78 CROIX et al., 1973
Manteiga 3,09 EELEY et al., 1972
2,62 - 3,09 CROIX et al., 1973
2,37 - 2,71 PARODI, 1873
lLeite desnatado 20,0 EELEY etal., 1972
9,16 - 15,16 CROIX et al., 1973
Gleo de mantsiga 2,45 [SWEENEY & WEIHRAUCH, 1976

Tabelas de composi¢cdo de alimentos publicadas pelo Departamento de
Agricultura dos Estados Unidos (USDA) indicaram teores de colesterol (media +
desvio padrio) de 256 + 3 mg/100g de éleo de manteiga (butteroff ) anidro, 219+ 6
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mg/100g de manteiga salgada (equivalente a 2,70 mg/g gordura) e 14,00 + 0,17
mg/100g de leite integral liquido (equivalente a 4,19 mg/g gordura) (REEVES Il &
WEIHRAUCH, 1979; POSATI & ORR, 1876). McCance & Widdowson indicam teores
de colesterol de 280 mg/100 g de manteiga "ghee” (um tipo de dleoc de manteiga) e
230 mg/100 g de manteiga (squivalente a 2,82 mg/g gordura) (HOLLAND et al.,
1989).

BRAGAGNOLO (1996) apresenta uma compilagdo de resultados do contetido
de colesterol em carnes e ovos, indicando sua variabilidade e os muitos fatores que
os afetam (raga dos animais, tipo de ragdo, etc). E importante ressaltar que,
comparativamente a alguns alimentos, o leite contém pouco colesterol. SWAISGOOD
(1985) relata que, enquanto um copo de leite (227 g) contém aproximadamente 27
mg de colesterol, um ovo grande contém 275 mg. PENNINGTON (1976) apresenta os
teores tipicos de colesteroi para alguns alimentos, contidos na Tabela 1.2,

TABELA H.2. Teor tipico de colesterol em alguns alimentos (PENNINGTON, 1976).

Produto Teor de colestero!
(mg/100g de produto)
Ovos, cozidos 550
Camardes, cozidos ou fritos 140
Carne bovina, cozida 70
Leite liquido integral 14

1.3. Determinacdo quantitativa de colesterol

As etapas geralmente utilizadas nos métodos para determinacdo do teor de
colesterol em alimentos sdo: a extracgo dos lipidios, a separagfo do colesterct dos
outros lipidios e compostos interferentes, e a detecgdo/medida do colesterol isolado
{RODRIGUEZ-AMAYA, 1936).

Para extragfio do colesterol de produtos lacteos, processos em miltipio estagio
com misturas de solventes polares e apolares apresentam melhores resultados
(JENNESS & PATTON, 1953; THOMPSON et al., 1961; HUBBARD et al., 1977; LA
CROIX et al., 1972). Os métodos mais populares s&0: o dos 4cidos silicico-sulfurico
(LA CROIX et al., 1972), o de Roese-Gottlieb (AOAC 16064, 1984; AOAC 16176,
1884), 0 de Folch ou a variante de Bligh & Dyer (FOLCH et al., 1957; BLIGH & DYER,
1959; AOAC 43277, 1984; AOAC 43288, 1084).
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Para separagdo do colesterol e outros B-esierdis, pode ser empregada a
precipitacdo com digitonina ou tomatina (KABARA, 1961; KABARA et al., 1961;
SCHWARTZ et al., 1967; KATZ & KEENEY, 1967; AOAC 28097, 1984; AQAC 28104,
1984). A saponificagio dos extralos lipidicos e a extra¢io de material insaponificavel
com solventes tem sido utilizada como uma alternativa eficiente para concentragao
do colesterol e eliminacdo de outros lipidios e impurezas (AOAC 28092, 1984; AOAC
43289, 1984).

A medicio da quantidade de colesterol tem sido feita por uma variedade de
métodos, inciuindo a determinagio gravimétrica do precipitado com digitonina,
colorimetria com uma variedade de reacgbes para desenvolvimento de cor,
fluorimetria, cromatografia em camada deigada, cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) e cromatografia gas-lquido (CGL). Os procedimentos
colorimétricos podem envolver uma variedade de reagentes (BLOOR, 1916; BLOOR
& KNUDSON, 1916; ZLATKIS et al., 1953; COURCHAINE et al., 1959, HUANG et al/.,
1961: KABARA, 1961; SWEENEY & WEIHRAUCH, 1976), mas esterdis que ndo o
colesterol e outros compostos podem reagir produzindo cores semelhantes "a do
colesterol (KABARA, 1961; LA CROIX et al., 1973; SWEENEY & WEIHRAUCH, 1976).

Os métodos de CGL e CLAE sio qualitativos e quantitativos, muito especificos e
precisos, sendo capazes em condigbes dtimas de determinar colesterol mesmo em
amostras contendo outros esterdis e compostos interferentes (KUKSIS, 1977;
CHRISTIE, 1987; JENSEN et al., 1990). A CLAE foi utilizada com sucesso para
determinagiio de colesterot em leite, 6leo de manteiga e produtos de cacau (HURST
et al., 1983; HURST et al., 1984; HURST et al., 1985). A CGL tem sido o método
preferido n&o somente para quantificar o teor de colesterol em produtos lacteos, mas
também para identificar e quantificar fitosterdis resultantes da adulteragdo pela
mistura de 6leos vegetais (LA CROIX, 1969; LA CROIX, 1970; KATZ & KEENEY, 1867,
PUNWAR, 1975: PUNWAR, 1976). Com o advento das colunas capilares,
consequente incremento da resolugfio possivel, ndo somente o colesterol e esterdis
s#o separados e quantificados como tambem produtos de oxidag¢&o do colestero! e
outros lipidios incluindo-se 4cidos graxos (WOOD & BITMAN, 1986; CHRISTIE, 1987;
PARK & ADDIS, 1987; CHRISTEN, 1989; ATWAL et al., 1990; PENTON, 1990).

Neste rabatho, a determinagio precisa do teor de colesterol na gordura lactea &
de importdncia fundamental. Espera-se que as amostras a serem analisadas
contenham, além dos componentes usuais da fra¢do lipidica do leite, compostos
oriundos dos extratos de quilaia. Tais compostos poderdo ter estruturas analogas 'a
do colasterol (por exempio, os fitosterdis ampiamente difundidos nas ptantas) o que
representa um complicador a exigir um método com elevada resolugdo, de modo a
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garantir que compostos similares ndo sejam quantificados como se fossem colesterol.
Neste sentido, SUNDFELD (1992) desenvolveu, testou ¢ empregou com sucesso um
método de CGL em coluna capilar nos estudos de remocio de colesterol do Sieo de
manteiga utilizando extratos de quilaia, pienamente adequado ‘as demandas desta

pesquisa.

2.Tecnologias para remocgdo de colesterol de produtos lacteos

A remogdo das pequenas quantidades de colesterol presentes na gordura do
leite exige o emprego de métodos bastante seletivos, mas também adaptaveis ao
processamento em larga escala que é tipico nas operagBes da maioria das indUstrias
de laticinios (WISCONSIN MILK MARKETING BOARD, 1989).

A redugdo do teor de colesterol da gordura l4ctea tem sido relatada valendo-se
de muitos métodos distintos, estabelecidos ou em desenvolvimento, tais como:
extragdo com COz supercritico, destilagio por arraste a vapor, cristalizagdo
fracionada, formagdo de complexos, adsorgfo, conversdo enzimatica, entre outros
(ARUL et a/., 1988; SPERBER, 1989; WISCONSIN MILK MARKETING BOARD, 1989;
MORRIS, 1990; GREENWALD, 1991; MORRIS, 1991; SUNDFELD, 1992).

A extragdo com CO3 supercritice foi utilizada para processar manteiga e dleo de
manteiga anidro, obtendo-se niveis de remogdo de colesterol de até 98% com um
rendimento de até 90 % de produto final. Este processo tem como vantagens: 1) usa
o gas CO2 que @ atdxico, barato, o disponivel; 2) baixas temperaturas; 3) problemas
insignificantes de residuos industriais; 4) tecnologia comprovada j& com uma série de
apticacdes comerciais; 5) ndo foram detectados eofeitos adversos no sabor.
Desvantagens s&o os altos niveis de investimento de capital e custos operacionais
(energia) (SPERBER, 1989; WISCONSIN MILK MARKETING BOARD, 1989:
BRADLEY, 1981; MORRIS, 1891). A remoc#o de colesteroi do leite em pé usando
CO2 supercritico também foi relatada (Q. P. CORPORATION, 1987).

A destilagido por arraste a vapor remove até 95 % do colesterol da gordura
anidra com um rendimento de 95 % de produto final. Tem as vantagens de ser um
processo convencional, com investimentos de capital razoaveis e custos
operacionais relativamente baixos. Uma desvantagem é a perda de alguns
componentes do aroma e sabor caracteristicos do produto durante o processo
(SPERBER, 1989; WISCONSIN MILK MARKETING BOARD, 1989; MORRIS, 1990:
MORRIS, 1991). Este processo foi patenteado pela Gensral Mills Inc. (GENERAL
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MILLS INC., 1989) e a patente & atualmente de propriedade da Omega Source
Corporation {Burnsville, MN).

A conversdo enzimatica do colesterol a esterdis pouco absorvidos por seres
humanos & a base deste método (SALVA, 1998). Assim, o colesterol & convertido
pelas enzimas colesterol-redutase e colesterol-oxidase a coprostanol e colestenona,
respectivamente. Estas enzimas podem ser cbtidas por sintese microbiana ou por
extracdo de varias piantas. Nas pesquisas realizadas até o momento, indices baixos
de convers3o foram obtidos em produtos lacteos, comparativamente a outros
métodos (DEHAL et al., 1991; MORRIS, 1891). O alto custo das enzimas purificadas e
dificuldades legais decorrentes das fontes e formas de obtencdo das enzimas para
uso em alimentos, sio problemas desta abordagem. Esta via de redugdo do teor de
colesterol vem sendo pesquisada pela equipe do Dr. T. J. B. de Menezes, do Instituto
de Tecnologia de Alimentos - ITAL (Campinas, SP).

Ciclo-dextrinas foram utilizadas para remogdo de colesterol do leite, manteiga, e
gordura do leite. Um complexo de inclusio do colesterol na ciclodextrina € formado
em solugdo aquosa, o qual é removido por centrifugagéo, resuftando em produtos
dos quais até 90% do colesterol originalmente presente & removido (MONSERBIO,
1989: OAKENFULL & SIDHU, 1991). Permanecem, entretanto, problemas
relacionados ‘a elevada quantidade de complexante necessaria e dificuldades na
recuperagio das ciclo-dextrinas.

A utilizagiio de carvio ativado para adsorgio de até 95% do colesterol do Gleo
de manteiga foi relatada (NEW ZEALAND DAIRY RESEARCH INSTITUTE, 1988).
Entretanto, o processc apresenta problemas pois promove também a remogdo da cor,
aroma e sabor caracteristicos do produto (WISCONSIN MiLK MARKETING BOARD,
1989).

3. Saponinas e suas interacbes com o colesterol

E relevante examinar os antecedentes e evidéncias que levaram "a concepcdo
dos processos de separagio de colesterol usando saponinas. Desta andlise
emergirdo os fundamentos sobre os quais oS processos se baseiam, particularmente
os mecanismos de agdo das saponinas, e a justificativa para a selegdo de saponinas
obtidas de Quillaja saponaria Molina.
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3.1. Saponinas: caracteristicas gerais

Saponinas s#o glicosideos principalmente, mas nfo exclusivamente, de origem
vegetal. S0 amplamente distribuidas em plantas e sua presenca foi detectada em
pelo menos 100 familias, algumas das quais sdo utilizadas como alimento humano
tais como: soja, feijio, cebota, aspargos, amendoim, espinafre, mandioca, beterraba
acucareira (OAKENFULL, 1981; FENWICK & OAKENFULL, 1981; FENWICK &
OAKENFULL, 1983; PRICE et al., 1987).

Todas as saponinas sdo glicosideos de esterdis ou triterpendides com atividade
em interfaces (tensoativos). Estes compostos anfifilicos (hidrofilico-hidrofobicos) sdo
compostos por uma aglicona (um esterol ou triterpendide, denominado sapogenina)
ligada a uma ou mais cadeias de carboidratos. Saponinas triterpénicas predominam
em plantas alimentares e um nimero muito grande de estruturas guimicas pode
existir em uma mesma planta (OAKENFULL, 1981; PRICE et al., 1987).

Geralmente considera-se gque as saponinas compartilham a propriedade de
formar espuma quando agitadas em solugfo aguosa. Entretanto, algumas
propriedades atribuidas a saponinas em geral (tais como: atividade hemalitica,
formagio de complexos com colesterol e sabor amargo) sdo mais propriamente
caracteristicas de tipos particulares de saponinas e nem sempre compartilhadas por
todas elas. Mais ainda, a ocorréncia dos vérios efeitos biolégicos atribuidos “as
saponinas e as consequéncias fisiolégicas e nutricionais de sua presenca em
alimentos e racBes (interagiio com membranas celulares, efeito hipocolesterolémico,
toxicidade, entre outros) sio dependentes tanto da sua concentracdo quanto das
estruturas quimicas particulares presentes (PRICE et al.,1987).

A toxicidade das saponinas foi revista em aigumas ocasides (OAKENFULL,
1081; PRICE et al., 1987). Saponinas distintas demonstram considerave! variacdo de
toxicidade quando ingeridas, ¢ uma compilagio foi feita por GEORGE (1965) que
também apresentou sua situacéo legal como aditivos alimentares.

3.2. Saponinas de Quillaja saponaria Molina

Quilaia & comercialmente uma denominagio genérica para uma série de
produtos obtidos das cascas de Quiliaja saponaria Molina, uma arvore nativa do
Chile e Peru e cultivada no sul da California. A parte utiizada das cascas ¢ a interna,
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seca e sem cortiga, que contém de 9 a 10% de saponinas, além de taninos, oxalato
de caicio, aglcares, amido & outros componentes. Produtos comerciais de quilaia
incluem as cascas em po (produto cru), extratos liquidos ou em pé (com variado grau
de purificacdo) e concentrados de saponinas (LEUNG, 1980) sendo, portanto,
misturas compiexas de saponinas com outros componenies das cascas.

Quilaia tem uma utilizagdo comercial extensiva em alimentos, especialmente
concentrados de saponinas como agentes espumantes em refrigerantes do tipo root
beer e em misturas para coquetéis ¢, em forma ndo especificada, em schremesas
lacteas congeladas, doces, produtos de confeitaria, gelatinas e pudins. E também
empregada na forma de extratos em produtos farmacéuticos e cosméticos, cremes
para a peie, xampus e tonicos capilares, € na medicina popuiar (LEUNG, 1980;
OAKENFULL, 1981). Sob ponto de vista da legislagdo, a quilaia é permitida para uso
em alimentos na Inglaterra e classificada como generally recognized as safe - GRAS
nos EUA (GEORGE, 1965).

As propriedades espumantes e emulsificantes das saponinas de quilaia sdo
uma consequéncia direta de suas estruturas quimicas. 830 compostos anfifilicos,
com uma aglicona hidrofébica (a sapogenina) determinada como sendo um
triterpencide: acido quifaico ou &cido gipsogénico (ELLIOT & KON, 1939; ELLIOT et
al., 1940; VARSHNEY et al., 1985). As partes hidrofilicas sfo duas cadeias
complexas de carboidratos ligadas aos carbonos C3 ¢ Cog da sapogenina; estes
actcares foram identificados como acido glicurdnico, galactose, glicose, arabinose,
xilose, fucose, ramnose e apiose. O nimero de espécies moleculares individuais
presentes em um extrato de Quillaja € enorme, como resultado das diferentes
combinagdes possiveis da aglicona e dos agucares (LABRIOLA & DEULOFEU, 1969;
KARTNIG & RI, 1973; HIGUCHI et al., 1987; HIGUCHI & KOMORI, 1987; HIGUCH! ot
al., 1988; DEV et al., 1989; KENSIL et al., 1991; ROUHI, 1995). Na Figura 1.3
apresenta-se, como exemplo, uma das espécies quimicas de saponinas encontradas
em quilaia.

Saponinas de quiaia, sendo usadas como aditivos para alimentos, foram
submetidas a testes toxicolégicos intensivos. Ndo foram observados efeitos toxicos
significativos em estudos de curta duragfo (13 semanas) de alimentagdo de ratos
com dietas contendo até 4,0 % de extratos de quilaia (GAUNT ef al., 1974) ou de
longa duracdo (84 semanas) com camundongos aos quais foram administradas
distas com niveis de saponinas tdo altos gquanto 1,5 % (PHILLIPS et al., 1979).
DRAKE et al. (1982) refataram a auséncia de efeitos toxicos em estudos de longa
dura¢do em ratos alimentados com ragdes contando saponinas de Quillaja a niveis
t2o altos quanto 3,0 % por 2 anos.
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FIGURA H.3. Saponina de Quillaja saponaria Molina.

3.3. Determinagdo quantitativa de saponinas

Os métodos para a andlise qualitativa e quantitativa de saponinas em produtos
vegetais s&o muitos e variam tanto em natureza quanto em confiabilidade. Inciuem
desde a medida de simples propriedades fisicas (por exemplo, sua habilidade de
formar espuma) e bioldgicas (por exemplo, seus efeitos hemoliticos), até o emprego
de modernas técnicas cromatograficas e espectrofotomeétricas. Assim sendo, o
método a ser utilizado dependerd, primordialmente, do tipo de informagdo desejada.
-As técnicas empregadas incluem gravimetria, hemdlise, ensaio bioldgico,
espectrofotometria e cromatografia (em camada delgada, em fase gasosa, liquida de
alta eficiéneia, enfre outras) (PRICE et al., 1987).

A exiracdo com solventes orgénicos tem sido utilizada para o isolamente de
saponinas de piantas ou para purificacio de extratos comerciais (BIRK et al., 1963;
APPLEBAUM et al., 1969; BRAWN et al., 1981; OAKENFULL, 1981).
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Para a determinacdo de espécies quimicas individuais, assim como do teor total
de saponinas, técnicas cromatogréficas foram desenvolvidas. Cromatografia em
camada deigada tern sido 0 método mais empregado para a separagdo de fragbes
intactas de saponinas (HIGUCHI et al., 1987; KENSIL et al., 1991) embora tenha sido
também usada em andlises quantitativas (FENWICK & OAKENFULL., 1981; FENWICK
& OAKENFULL, 1983). A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) tem sido
utilizada para a quantificagdo e identificaclc de saponinas intactas, saponinas
derivatizadas, e sapogendis tiberados assim com seus derivados (KAIZUKA &
TAKAHASHI, 1983). A medi¢do do teor total de saponinas tem sido feito com sucesso
através da determinaciio das sapogeninas por CLAE ou cromatografia gasosa (CG).
Os métodos envolvem a hidrélise acida das saponinas para liberagdo das
sapogeninas, que s&o extraidas do hidrolizado com solventes orgénicos e purificadas
por cromatografia em coluna. As sapogeninas purificadas sdo quantificadas
diretamente por CLAE ou derivatizadas e quantificadas por CG (BRAWN et al., 1981;
IRELAND & DZIEDZIC, 19885).

KENSIL ef al. (1991) sugeriu que a separacdo de espécies individuais de
saponinas em solucdo aquosa utilizando didlise, cromatografia de troca idnica e
cromatografia de exclusdo, nfo tem se mostrado efetiva devido 'a tendéncia das
saponinas a formar micelas que interferem na separacdo. Portanto, para uma
separa¢do efetiva, € requeridoc o uso de solventes organicos ou sistemas
agua/solvente que solubilizam as saponinas anfifilicas como mondmeros. Os autores
relataram que o usc de adsorcdo e cromatografia em fase reversa em solventes
orgdnicos permitiu a purificacdo de saponinas individuais a um nivel
significativamente maior que o atingido por outros autores.

As técnicas gravimétricas, baseadas simpiesmente na quantificagéo do teor de
saponinas purificadas, tem sido amplamente utilizadas na determinacdo do teor total
de saponinas. Exemplos classicos sfo a adsorcio em carvéo ativo, a precipitacdo
pela adicio de Ca0 em excesso, e a formagdio de compostos de adigdo com
colesterol (PRICE et al., 1987).

Alternativamente, muitos dos métodos utilizados para detecgfo de saponinas
podem ser modificados para fornecer informagio quantitativa (OAKENFULL, 1981).
Neste sentido, estudos para definicdo das estruturas das saponinas tem sido
historicamente conduzidos nas agliconas (sapogeninas) e oligosacarideos
resultantes da hidrdlise &cida, usualmente realizada em acidos minerais a quente. As
sapogeninas assim liberadas podem ser quantificadas por métodos gravimetricos ou
cromatogréficos (BRAWN et al., 1981; IRELAND & DZIEDZIC, 1985; HIGUCHI et al.,
1987; PRICE et al., 1987).
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3.4. Perspectiva analitica: a formacdo de complexos insoliveis

A formagdo de compiexos entre algumas saponinas e 3B-esterdis livres
(colesterol em particular) e reconhecida ha bastante tempo e utilizada na sua
determinagdo quantitativa. Este fato constitui um dos antecedentes fundamentais
para a concepgao do processo.

WINDAUS (1909) descobriu que quando solugbes aicodlicas de digitonina e
colesterol eram misturadas, um complexo insolivel era formado. Esta reagio
acontecia com o colesterol livie @ nd&c com seus esteres, e compostos insoliveis
eram também formados com sitosterol, B-colestanol, coprosterol e estigmasterol.
WINDAUS (1910) propds um método gravimétrico para determinag&o de colesterol
baseado nesta reagdo, e determinou a solubilidade do complexo em etancl como 14
e 160 mg/100 ml a 18 e 72 °C, respectivamente; o complexo era insokivel em agua,
acetona, éter, acetato de etila e benzeno.

A reagdo entre a digitonina e varios esterdis foi revista por BLADON (1958),
focalizando as exigéncias estruturais para a formagdo de complexos. O autor indicou
que a formacdo de complexos insoliveis com o colesterol ndc estava restrita "a
digitonina; as saponinas tigonina e gitonina e o aicaldide tomatina também
produziam precipitados. As solubilidades dos complexos com tigonina e gitonina em
alcool a 18 °C foram determinadas como 150 e 10 mg/100 mi, respectivamente.

Muitos outros glicosidecs também foram estudados como agentes precipitantes
de colesterol, em sistemas onde o solvente era capaz de solubilizar tanto os lipidios
como as saponinas em uma unica fase, e muitos deles efetivamente formaram
complexos com colesterol. Entretanto, estes glicosideos foram descartados devido "a
alta solubilidade dos complexos formados em solucdo (e portanto pequena
precipitagio do complexo quando comparado “a digitonina), ou ao fato de que
produziam cores marcantes com ¢ reagents de Liebermann-Burchard. Um exempio €
a tigonina, que forma um complexo com colesterol que & dez vezes mais soluvel que
o formado com a digitonina (KABARA, 1961).

A formag&o de complexos com a digitonina tem sido utilizada na determinacdo
de colesterol. SCHWARTZ et al. (1967) ¢ KATZ & KEENEY (1967) desenvolveram
procedimentos quantitativos rapidos para remogdo de colesterol e fitosterdis da
gordura do leite, utilizando uma coluna de terra diatomdcea (Celite® 545)
impregnada com digitonina. A gordura do [eite solubilizada em hexano & passada
através da coluna, seguida pela passagem de banzeno. Os esterdis sfo eluidos da
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coluna com suiféxido dimetila, que dissolve o compiexo colesterol-digitonina, sendo o
colesterol entdo recuperado por extracdo com wmna mistura hexano-benzeno (1:1).

MICICH (1990) relatou que a digitonina, covalentemente ligada a polimeros,
complexou colesterol a partir de solugBes de colesterol e de Gleo de manteiga em
varios solventes (hexano, etano! B4%, agua saturada com acetato de etila e
benzenc). Os niveis de complexacdo de colesterol se mostraram dependentes do
solvente: a complexac¢do a partir do hexano foi maxima, Diferengas significativas de
complexa¢io existiram a parir das solugbes colesterol-hexano e dlec de manteiga-
hexano, sendo a ultima apenas 30% da primeira. A recuperagdo do colesterol das
amostras de polimero foi feita com sucesso pela extragdoc com benzeno a
temperatura ambiente.

3.5. A atividade hemolitica de saponinas

A habilidade das saponinas de fazer inchar e finalmente romper eritrécitos,
assim como de interagir com membranas de lipossomos, & reconhecida ha bastante
tempo e associada com sua interagdo com esterdis livres e ligados ‘a membrana.
Entretanto, cada saponina demonstra estas propriedades em grau diferente,
dependendo de sua estrutura quimica caracteristica e concentracdo (NAKAMURA et
al., 1979).

NISHIKAWA et al. (1984) estudaram a intera¢do da saponina digitoning e seus
analogos com variado comprimento da cadeia de carboidrato no que diz respeito "a
hemdlise de eritrdcitos, ativacdo de granuldcitos e dano ‘a membrana de lipossomos.
Foi demonstrado que a aiteragdo da cadeia de carboidrato afeta a atividade:
removendo-se sucessivamente unidades de carboidratos, a atividade da digitonina
diminui. Esta interagdo pode levar "a formacdo de estruturas analogas a micelas
{poros) em locais especificos na membrana, alterando sua permeabilidade
(BANGHAM & HORNE, 1862; GLAUERT et al., 1962; SEEMAN, 1974; AKIYAMA et 2.,
1980; MILLER, 1984). Devido a suas propriedades de surfatante, as saponinas a
concentracbes mais altas podem também destruir completamente as membranas
através da solubilizagio de seus componentes (BANGHAM & LEA, 1978;
NAKAMURA et al., 1979; AKIYAMA et al., 1980).

As saponinas de quilaia apresentam atividades adjuvante e hemolitica potentes
(DALSGAARD, 1974). KENSIL et al. (1991) obtiveram diversas fra¢des purificadas de
saponinas a partir de extratos aquosos de Quillaja saponaria e descobriram que
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estas variam consideravelmente em toxicidade (medida pela letalidade em ratos) e
atividades adjuvante ¢ hemolitica; ndo foi encontrada correiagdo entre atividade
hemoilitica, letalidade e atividade adjuvante.

3.6. Perspectiva nutricional: a agdo hipocolesterolémica de saponinas

Embora com alguma controvérsia, hd evidéncias abundantes de que saponinas
presentes na dieta causam a diminui¢cio da concentragdo de colesterol no sangue
em vdrias espécies de animais e no homem. Alguns autores chegaram a propor que
a ingestiio de alimentos contendo saponinas poderia ser Util para reduzir o risco de
ataques cardiacos em pacientes com altos teorss de colesterol no sangue (POTTER
et al., 1980; OAKENFULL, 1981; OAKENFULL & TOPPING, 1983; OAKENFULL et a/.,
1984; OAKENFULL & SIDHU, 1990).

TOPPING et al. (1980) e OAKENFULL et al. (1984) demonstraram que
saponinas de quilaia reduzem a hipercolesterolemia induzida via dieta em ratos, e
levam a aumentos significativos da eliminac#o de esterdis neutros nas fezes. RAQ &
KENDALL (1986) reiataram efeitos hipocolesterolémicos significativos mesmo em
ratos ndo submetidos a uma dieta com alto teor de colesterol, 0 que sugere uma
reduco na reabsor¢io de acidos biliares.

Os mecanismos propostos para o efeito hipocolesterolémico incluem formacao
de agregados (micelas mixtas) ou de complexos pelas sapcninas com colesterol ou
com acidos biliares no trato gastrointestinal. No caso do colesterol da dieta, seria
evitada sua absorgio. No caso dos 4cidos biliares, estes se tornariam indisponiveis
para reabsorcdo e seria aumentada sua eliminacdo pelas fezes, uma perda
compensada pelo aumento da sintese a partir do colesterol enddgeno, resultando em
reducio nos niveis de colestero! no sangue e figado (OAKENFULL & SIDHU, 1983;
SIDHU & OAKENFULL, 1986; OAKENFULL & SiDHU, 1980).

E relevante mencionar que efeito hipocotesterol&mico foi obssrvado em estudos
de ingestio de taninos por ratos (MURAMATSU et al., 1986; YUGARANI et &l., 1992).
Tais compostos ostfio usualmente presentes e extratos de quilaia, em quantidades
varidveis e por vezes significativas, ¢ podem estar envolvidos em sua agdo
hipocolesterolémica.
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3.7. A escolha das saponinas de quiiaia

As evidéncias apresentadas até ¢ momenio demonsiram a existéncia de
interagbes preferenciais e especificas do colesterol com algumas saponinas. A
formacdo de complexos insoliveis assim como de agregados micelares foi
observada, dependendo da estrutura quimica da saponina utilizada e de sua
concentragdo no sistema, entre outros fatores.

As saponinas de quilaia apresentam interagdes especificas com o colesterol,
como demonstrado em estudos de sua agdo sobre membranas e efeito
hipocolesterolémico de sua presenca na dieta, pré-condi¢do para uma eventual
utilizagdo em processos para remocao de colesterol. Considerando que objetiva-se o
processamento de alimentos para consumo humano, a quilaia atende ainda a outros
requisitos fundamentais: ndo € t6xica, apresenta um histérico de utilizagdo como
aditivo alimentar, e estd disponivel em escala comercial. Este conjunto de
caracteristicas & que justifica a selegdo da quilaia como agente de remocgdo do
colesterol da gordura lactea.

Observe-se que 05 mecanismos de a¢fo das saponinas propostos incluem tanto
1) formagio de complexos colesterol-saponinas insolliveis como 2) solubilizagdo de
colesterol em micelas e oufras estruturas coloidais presentes em solucdes aquosas
de saponinas. O primeiro ja foi descrito anteriormente na intera¢do da digitonina (e
seus andlogos) com membranas, e na utifizagdo da digitonina (¢ outras saponinas)
em quimica analitica para determina¢do quantitativa de colesterol. O segundo
fendmeno ainda ndo foi suficientemente abordado e uma pequena revisio sobre a
formacio de micelas e outras estruturas coloidais em solugdo aquosa e solubilizagdo
& apresentada a seguir.
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4. Fendmenos de formag¢do de estruturas coloidais em solucédo
aquosa e solubiliza¢do

4.1. Formag¢do de micelas

As molécuias individuais ou mondmeros que podem tomar parte no processo de
formagdo de micelas e outras estruturas ceoioidais formadas por tensoativos em
solugdo aquosa séo caracterizadas por possuirem duas regiées em sua estrutura
quimica. Uma ¢é a regifo hidrofébica, e a outra é um grupo ionizado ou soluvel em
sgua - a regifo hidrofilica da moiécula. Esta natureza dupla € responsavel pelas
propriedades de formag&o de micela e outras estruturas coloidais, atividade de
superficie e sofubilizacdo (ELWORTHY et al., 1968; HALL & TIDDY, 1981; EVERETT,
1989).

A concentracio limite do tensoativo na qual comega um extensivo processo de
formagdo de micelas em solugéo é conhecida como "concentra¢do de micela critica”
(CMC). Os processos de formagdo e destruicdo de micelas podem ser observados
através da varia¢lio das propriedades fisicas das solu¢bes com a concentragdo do
agente tensoativo. Na CMC, muitas propriedades da solugdo apresentam uma
descontinuidade, e exemplos s&o condutividade, turbidez, pressio osmdtica e tensao
superficial. Informag&o sobre a CMC também pode ser obtida através da medida de
outras propriedades coligativas como a elevagéo do ponto de ebulicdo e depresséo
do ponto de congelamento (ELWORTHY et al.,, 1968; HALL & TIDDY, 1881;
HIEMENZ, 1986).

Muitos fatores afetam a CMC, o tamanho e forma das micelas, tais como. a
estrutura e comprimento da cadeia da regi&o hidrofébica e a natureza do grupo polar
do surfatante, a adi¢cio de aditivos (sais, agentes rompedores da estrutura da agua,
alcoois, e outros agentes com atividade de superficie), temperatura, entre outros.
Quando todos os outros fatores sfc iguais, algumas generalizaghes sobre o efeito
individual de cada um destes fatores podem ser feitas como segue (ELWORTHY et
al., 1968; ROSEN, 1976; HALL & TIDDY, 1981; HIEMENZ, 1986; BOURREL &
SCHECHTER, 1988):

» 0 numMero de agregacio aumenta e a CMC diminui com 0 aumento do comprimento
da cadeia de hidrocarboneto.
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» detergentes n&o-iGnicos formam micelas a concentragdes mais baixas que os
iBnicos com comprimentos de cadeia de hidrocarboneto equivalente, devido "a
auséncia do trabalho elétrico na transferéncia de mondmeros dos primeiros da
solugdo para as micelas.

* a adicdo de um elelrdlito a solugdes de surfatantes idnicos aumenta o nimsero de
agregacdo € diminui a CMC, principaimente como resultado da diminui¢do da
espessura da atmosfera idnica que circunda os grupos i0nicos e consequente
redugdo da repuisio eletrostatica entre estes grupos na estrutura micelar.

+ 0s efeitos da temperatura na CMC para a maioria dos surfatantes ibnicos sdo
pequenos e, usuaimente, a CMC aumenta continuamente com ¢ aumento de
temperatura.

Muitos métodos tém sido utilizados no estudo de sistemas micelares. Alguns
exemplos sdo espalhamento de iuz, equilibrio de sedimentagdo, ultrafiltra¢édo,
condutancia, eletroforese, difracdo de raios X, e ressondncia magnetica nuclear. O
espathamento de luz ¢ uma das ferramentas mais poderosas para a determinagio de
pesos moleculares e de micelas em solugdo; esta técnica também fornece
informagdes sobre a CMC, a carga efetiva das micelas, ¢ pode dar uma idéia da
forma das micelas. Para a determinagio da CMC de agentes tensoativos idnicos em
agua, além da técnica classica de tens3o superficial, a conduténcia é frequentemente
utilizada devido "a alta precisdo possivel nestes experimentos (ELWORTHY et at.,
1968; HALL & TIDDY, 1981; HIEMENZ, 1986; ADAMSON, 1990).

Dada a natureza anfifitica das moléculas de surfatantes, as micelas formam-se
em solucdo aquosa como uma alternativa "a acumulag¢do em superficies ou
interfaces. Quando uma fase n&o-polar esta presente, o surfatante entfio se acumula
na interface e reduz sua tensfo. Se a disponibilidade de interfaces € nula ou
insuficiente, € a concentragdo de surfatante na agua ¢ aumentada, as micelas se
formam. Portanto, a formac¢fio de micelas € uma alternativa "a acumulagdo em
interfaces {HARTLEY, 1976).

Em sistemas onde estdo presentes interfaces ar-dgua ¢ dleo-adgua assim como
um adsorvente soélido, a formagdo de micelas em solugdo é um processo que
compete com qualquer ¢dos outros processos possiveis (por exemplo: acumulagdo
nas interfaces, adsorcio ao solido, formagio de estruturas organizadas que ndo as
micelas como filmes e ¢ristais liquidos) em que os mondmeros participam (MITTAL &
MUKERJEE, 1976).
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4.2, Formagdo de outras estruturas coloidais em solu¢do

Alem da adsorgdo em interfaces, s8o muitos 0os modos de organizagdo de
surfatantes em solucles aquosas, resultando na formacdo de variadas estruturas de
dimensdes coloidais inciuindo micelas e micelas reversas, cristais liquidos,
bicamadas, vesiculas e microemuisdes. Estas estruturas coloidais sdo formadas
como resultado de interagdes fisicas (ndo ligagdes covalentes) entre moléculas
anfifilicas (HIEMENZ, 1986).

A estrutura de micelas existentes a concentragdes tguais ou pouco acima da
CMC é bastante diferente da forma de organiza¢do das moiéculas de surfatante em
sistemas aquosos concentrados (HIEMENZ, 1986). Considerados fatores
geométricos no empacotamento dos mondmeros do surfatante, as micelas com baixo
nitmero de agregacdo {ca. 50 a 60) sdo usualmente esiéricas; formas para micelas
cujo numero de agregagdo € muito alio para serem esféricas incluem cilindros e
glipsdides (HALL & TIDDY, 1981; BOURREL & SCHECHTER, 1988). A forma das
micelas também pode ser alterada com a variagdo da temperatura, adicdo de
eletrélitos ou concentragfio de surfatante (BOURREL & SCHECHTER, 1988).

Solugdes contendo micelas que essencialmente néo interagem entre si estio
limitadas a uma faixa estreita de concentragdo localizada em regifes de
concentracdo baixa de surfatante. Entretanto, de concentracdes intermediarias para
altas, fases liquidas conjugadas denominadas mesofases se formam, que $30
intermediarias entre as fases micelares (diluidas e isotropicas) e as fases cristalinas
de surfatantes puros. Estas mesofases s3o usualmente denominadas fases
liotrépicas para denotar o fato de que as moléculas de solvente nfo estdo
uniformemente distribuidas nas estruturas, sendo mais numercsos em algumas
regides que em outras. Em solugdes aquosas, agua é concentrada naquelas partes
contendo as porgfes hidrofflicas (BOURREL & SCHECHTER, 1988).

Assim, mesmo em misturas bindrias de agua e surfatants, uma ampla gama de
estruturas e fases se formam. Usualmente as vérias estruturas se sucedem numa
sequéncia definida, relacionada com a proporgdo de agua e surtatante (BOURREL &
SCHECHTER, 1988). A baixas concentragSes de surfatante acima da CMC
observam-se as solugdes micelares isotrépicas (S§1). Aumentando a concentragdo de
surfatamte, fases lictrépicas cristalinas liquidas podem surgir, sendo usualmente a
primeira a surgir formada por cilindros mutuamente paraleios em arranjo hexagonal
(M1, “middle phase™. A concentragiies mais elevadas pode surgir uma fase
anisotfrépica com estrutura de lameta ou bicamadas (G, “neat phase”). Entre M1 e G
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outras mesofases 'as vezes ocorrem: uma anisotrépica, na qual cilindros longos
mutuamente paraleios estio em arranjo retangular, e outra isotrépica, bastante
viscosa, gue acredita-se seja constituida de elementos cilindricos pequenos, com
relagio axial proxima de um, arranjados em cubo e formando uma rede
tridimensional (HALL & TIDDY, 1981; BOURREL & SCHECHTER, 1988).

4.3. Solubilizacdo em estruturas coloidais

A solubifizacio pode ser definida como a “preparagdo de uma solugdo
isotrépica termodinarnicamente estavel de uma substincia normalmente insolivel ou
muito pouco soltvel (o solubilizado) em um determinado solvente, pela introdugédo de
um componente ou componentes anfifilicos adicionais” (ELWORTHY et a/., 1'968).

H4 um volume consistente de informagdes na literatura demonstrando que
soluctes de surfatantes acima da CMC sfo capazes de dissolver quantidades
substanciais de solutos insolGveis em agua. Portanto, o aumento de solubifidade tem
sido correlacionado com propriedades coloidais. Mais ainda, a auséncia de
solubilizagdo abaixo da CMC tem sido observada por varios autores, e esta
observacio desdobrou-se em um dos métodos muito utilizados para a determinagdo
da CMC de um agente tensoativo (ELWORTHY et af., 1968; HALL & TIDDY, 1981;
EVERETT, 1989).

A determinacdo da concentragio de solubilizado que pode ser incorporada em
um determinado sistema surfatante-agua, com a manuten¢do de uma solugdo
isotrdpica, é do maior interesse. A concentragdo de saturacio (maxima) do
solubilizado para uma determinada concentragdo de surfatante é denominada a
“concentracio maxima do aditive®™ (CMA). H& vérios fatores que influenciam a
solubilizagio em sistemas aquosos € uma lista parcial incluiria as naturezas do
agente tensoativo e do solubilizado, a concentragic do agente tensoativo,
temperatura, e a possivel adicdic de outros compastos (eletrdlitos e néo-eletrdlitos).
Em geral, fatores que promovem a formagéo de micelas aumentam a solubilidade
dos solubilizados a uma determinada concentragio de surfatante (MUKERJEE,
19786). Assim, surfatantes com menor CMC irdo solubilizar solutos hidrofébicos a
concentracbes menores de surfatants que um de maior CMC. Uma micela com maior
nGmero de agregagio geralmente tem uma methor capacidade de solubilizar solutos
hidrofébicos (MACKAY, 1987); o tamanho da micela usualmente determina tambem
sua propensao a extrair solutos.
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A visdo apresentada até o momento é de que, acima da CMC, solutos que
seriam normalmente insoluveis ou muito pouco solliveis em agua dissoivem
extensivamente em solugdes de surfatantes, resultando em solugdes isotropicas e
termodinamicamente estaveis, nas quais o soluto € incorporado.em micelas. Esta é
uma visfo estreita da solubiliza¢do, na qual se considera somente a incorporac¢io do
solubilizade a partir de solugbes aquosas de surfatantes.

Este sistema de 3 (trés) componentes pode tomar uma proporgdo muito maior e
diagramas de fase, construidos experimentalmente, descrevem todas as
possibitidades. Tais diagramas terndrios podem ser bastante complexos em sistemas
contendo surfatantes e, construidos a pressdo e temperatura constantes, permitem a
presenca de vérias regifes compostas de uma, duas ou trés fases em equilibrio. Em
regides de duas fases, linhas retas s&o tragadas entre pontos apresentando as
composicles das fases emn equilfbrio. As regites de trés fases tem forma trianguiar o
as coordenadas dos vértices destas regides fornecem as composi¢des das fases em
equilibric (HIEMENZ, 1986).

Na descricio do comportamento de fases dos sistemas terndrios agua -
surfatante - liquido orgénico, as seguintes fases estic usualmente presentes

(BOURREL & SCHECHTER, 1988):

« solucdo micelar (S1): oticamente isotrépica, composta por micelas normais mais ou
menos esféricas, contendo liquidos organicos solubilizados.

« solugio contendo cilindros indefinidamente longos, mutuamente paratelos, em
arranjo hexagonal (M1, “‘normal middie phase”): trata-se de uma fase oticamente
anisotrépica, com os cilindros consistindo de surfatantes arranjados mais ou
menos radialimente. As partes hidrofilicas estdo em contato com a fase aquosa
continua que envolve tais estruturas cilindricas. As estruturas cilindricas formadas
pelo surfatante contém o liquido orgénico.

 solugfo oticamente anisotrdpica, contendo camadas duplas de molécuias de
surfatante, com as partes hidrofilicas posicionadas nas interfaces com camadas de
agua intermedidrias (G, "neat phase”).

- solugdc contendo cilindros indefinidamente fongos, mutuamente paralelos, em
arranjc hexagonal (M2, “inverted middle phase): fase oticamente anisotrGpica,
anéloga estruturalmente ‘a M1, mas com com as partes lipofilicas arranjadas de
modo que fiqguem em contato com a fase orgdnica continua. As estruturas
cilindricas formadas pelo surfatante contém a agua.
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» 50lucdo micelar inversa (82). oticamente isotrépica, composta por micelas reversas
mais ou menos esféricas contendo adgua solubilizada.

HIEMENZ (1986) apresentou um exemplo simples ilustrative, representado pelo
diagrama de fases do sistema terndric agua - acido hexanoico - dodecil sulfato de
soédio (SDS) a 25 °C, identificando 7 {sete) regides diferentes indicadas a seguir:

* regido de dois liquidos: regido de 2 fases na qual duas solugfes liquidas, cada uma
contendo os trés componentes, estdo em eguilibrio.

» regido de micela normat (S1): regido de 1 Unica fase - solugdo liquida isotrdpica e
homogénea, na qual o solvente &€ Agua e micelas de SDS contém acido
hexanoico.

* regido de micela reversa (S2): regido de 1 Unica fase - solu¢io liquida isotropica e
homogénea, na qual o solvenie & o acido hexandico e micelas de SDS contém
agua.

* regido de cristal tiquido: regidio de 1 Onica fase - solugdo lfquida anisotrdpica, nas
quais 0s 3 componentes combinam-se para formar estruturas organizadas.

* regidc de S1 + cristal liquido: regido de 2 fases, em que a fase liquida isotropica
micelar (1) existe em equitibrio com a fase cristalina liquida.

= regido de S2 + cristal liquido: regido de 2 fases, em que a fase liquida isotrépica de
micelas reversas (S2) existe em equilibrio com a fase cristalina liquida.

» regido solida: regifio em que ¢ sistema se torna saturado pelo surfatante, ¢ ©
surfatante solido precipita.

Diagramas de fase de sistemas ternarios podem ser bastante complexos,
podendo conter vérios cristais liquidos diferentes e varias regifes triangulares (has
quais trés fases distintas estdo em equilibrio). O aparecimento de algumas ou todas
as fases intermediarias de cristais liquidos (M1, G, M2, enire outras) depende de
varios fatores, incluindo a estrutura do surfatante, temperatura, adicdo de sais e
presenga ou auséncia de certos aditivos (HIEMENZ, 1986; BOURREL &
SCHECHTER, 1988).
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4.4. Solubilizagdo de colesterol em estruturas coloidais

Praticamente insollivel em agua, o colesterol € facilmente solubitizado em
solugbes contendo compostos anfifilicos. BRUCKDORFER & SHERRY (1984)
mediram a solubilidade aparente de colesterol em agua pura a 37 °C: as
solubilidades “sem centrifugacio” e “apos centrifugacdo™ (a 20.000 x g por 30
minutos, com colesterol determinado no sobrenadante) obtidas foram de 1,64 ¢ 0,31
pg/mi, respectivamente. A solubilizagdo de colesterol em solugbes aquosas de
surfatantes tem sido estudada numa variedade de sistemas distintos, particularmente
objetivando o entendimento de suas fun¢des estruturais e funcionais em sistemas
bioldgicos.

Foi descoberto que fosfolipideos proporcionam um otimo veiculo para
solubilizagdo de colesterol em meio aquoso, tendo sido preparadas solugOss
Ifmpidas na faixa de 1,65 mg/ml (FLEISCHER & BRIERLEY, 1961). HOYES &
SAUNDERS (1966) relataram a dispersdo de colesterol © de varios esterdis em soéis
de lecitinas de ovos, nos quais o colesterol demonstrou comparativamente a maior
extensdo de solubitizago. LUCY & GLAUERT (19684) e BANGHAM & HORNE (1964)
estudaram as estruturas macromoleculares formadas em solugbes de varias misturas
de lecitinas, colesterol e saponinas.

LUCY & GLAUERT (1964) estudaram as estruturas macromoleculares formadas
por saponinas comerciais de Gypsophila (estruturaimente analogas "as de Quillaja) e
por estas saponinas e colesterol, utilizando solugles aguosas a concentragdes de
saponinas de 0,05 e 0,5 % (0,5 e 5 g/ml, respectivamente). Em solugdes aquosas
contendo somente saponinas a 0,05 % observaram-se estruturas: giobulares
(micelas) de digmetro entre 4 e 7,4 nm, enquanto que a 0,5 % estruturas cilindricas e
arranjos hexagonais destas em paralelo (cristal liquido - “middle phase”) foram
observadas. As estruturas formadas pela dissolugdo de colesterol nas solugdes
contendo saponinas nas mesmas concentra¢des foram identificadas como cristais
liquidos (cilindros em arranjo hexagonal - “middle phase” ou lameias - "neat phase”).

E reconhecida a importancia de micelas e micelas mistas no transporte e
absorgdo de lipidios e como solubilizadores de colesterol em sistemas fisioldgicos.
Os sais biliares (tensocativos formadores de micelas) em particuiar foram
extensivamente estudadas pela sua acio nos processos de absorcdo de gorduras
(FLORENCE, 1976).
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Uma representacdo esquematica das transformacdes fisico-quimicas
envolvidas na transferéncia de lipidios da dieta, presentes na forma de uma emulséo
no trato gastro-intestinal, para os tecidos, foi apresentada por BORGSTRON (1964).
Neste processo, a bile (cujos componentes principais de interesse séo os acidos
biliares, os fosfolipidios, principalmente lecitina, e colesterol) € um dos principais
sucos digestivos envolvidos. Os dcidos biliares, como detergentes anidnicos acima
da CMC, solubilizam em suas micelas lipidios polares e ndo-polares, inciuidos os
4cidos graxos e monogliceridios gerados pela agdo da lipase pancredtica, em um
processo seletivo de partigao.

Os sistemas ternarios lecitina - colato de sédio - 4gua e lecitina - mistura de sais
biliares - 4gua foram estudados por SMALL et al. (1966), que relataram a existéncia
de 17 e 15 regiGes distintas, respectivamente, nos diagramas de fase. Ambos 0s
sisternas apresentaram 4 regides de uma dnica fase (uma de solugéo isotropica e
trés de cristais liquidos: hexagonal, cubico e lamela). Foram também indicadas
nestes sistemas, respectivamente, 8 e 7 regifes de duas fases e 5 e 4 regides de trés
fases.

BOURGES et al. (1967a) estudaram 0s sistemas ternirios colesterol-lecitina-
agua e demonstraram a existéncia de 1 regifio de uma Unica fase (cristal liquido), 2
de duas fases (colestrol cristalino - cristal liquido e agua - cristal liquido) ¢ 1 de trés
fases {colestroi cristalino - &gua - cristal liquido).

BOURGES et ai. (1967b) estudaram o sistema quaternario lecitina - colato de
sodio - colesterol - &gua e demonstraram a existéncia de 4 regibes distintas de uma
gnica fase (uma isotropica micelar e trés de cristais liquidos: clbico, hexagonal e
lamela). A regifio isotrépica micelar diminui com o aumento da concentracdo global
de colesteral no sistema, deixando de existir a concentracSes acima de 4 %. O ponto
de maior concentragio de colestrot solubilizado em solugdo micelar, corresponde a
35% agua, 31% lecitina, 31% colato de sédio e 4% colesterol (65% de sdlidos totais).

Uma revisdo dos trabalhos sobre a solubilidade de colestero! em bile artificial
{sistema quaternario 4cidos biliares - lecitina - colesterol - agua) foi feita por CAREY &
SMALL (1975), que relataram importantes efeitos da metodologia empregada,
temperatura, forca idnica, porcentagem de sdélidos totais e tempo ds contato nos
dados de solubilidade no equilibric obtidos.

A distribuicio de colesterol entre as fases de um sistema dleo-micela, composto
por glicerideos e acidos graxos em contato com uma solucdo micelar de sais biliares,
foi estudada por FELDMAN & BORGSTROM (1966) usando filtragdo em gel. Estes
autores relataram que, na presenca da fase de dieo dispersa em uma solugéo de
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surfatante acima da CMC, um equilibrio é atingido entrs as duas fases e o colesterol
se distribui entre elas. Na presenga da fase de 6leo, a saturag¢do da fase aquosa
micelar nao fol atingida, ou seja, menos colesterol era incorporado nas micelas do
que poderia ser previsto de sua solubilidade em solugdes aguosas de sais biliares. A
concentracdo de colesterol solubilizado na fase micelar aumentou continuamente
com o aumento de concentracdo dos sais biliares acima da CMC, e resultou em
aumento do iamanho da micela.

4,5. Formagio de estruturas coloidais e solubilizagdo em solugbes
aquosas de saponinas

Um ndmero muito grande de compostos distintos tem sido sintetizado ou
identificado para uso como agentes tensoativos, entre eles as saponinas de Quillaja.
Estes colbides de associa¢do 580 uma mistura complexa de diferentes especies
quimicas, que podem ter como regido solivel em agua um grupo naoc-idnico (como
um carboidrato) ou um &nion (tal como a carboxila do &cido glicurénico); a regido
hidrofébica é um triterpendide (QAKENFULL, 1981; PRICE et al., 1987).

MITRA & DUNGAN (1997) utilizaram medidas de tensdo superficial e
solubilizacdo de corante para demonstrar que saponinas de quilaia formam micelas
em solugdo aquosa acima de CMC’s bem definidas, na faixa de 0,5 a4 0,8 gh a 25 °C.
Valores da CMC aumentaram com a elevag¢do de temperatura e pH, enquanto que o
aumento da conceniracdo de sal promoveu sua redugdo. As micelas apresentaram
raio hidrodindmico entre 3,4 ¢ 3,7 nm a concentragcles entre 2,5 e 14 g/, em boa
concordincia com OAKENFULL (1986). Algumas diferengas entre saponinas de
quilaia obtidas de fontes comerciais distintas foram observadas quanto 'a CMC,
capacidade de solubiizar diclorofiuoresceina, tamanho e nimero de agregacio das
micelas.

Utilizando técnicas de viscometria e espalhamento de luz, OAKENFULL &
SIDHU (1983) demonstraram que saponinas de Saponaria officinalis purificadas
formavam grandes micelas mistas com acidos biliares /i vitro; a micelizacéo também
reduziu em 73% a didlise do colato de sédio através de uma membrana. Efeitos
similares foram observados in vivo, com saponinas reduzindo em muito a taxa de
absorcdo do colato a partir de solugdes circuladas atraves de seg¢fes dos intestinos
de ratos (SIDHU & OAKENFULL, 1986). A formacgdo de micelas mistas foi proposta
cOMO um mecanismo para o aumento observado na efiminagio de sais biliares pelas
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fezes, em resposta ‘a ingestdo de saponinas, @ consequente diminuigdo dos niveis
de colesterot no sangue.

Saponinas purificadas de Quiflaja saponaria e Saponatria officinalis formam
grandes agregados micelares com 4cidos biliares em solugbes aquosas "in vitro™
Medidas de espathamento de luz e depresséo do pontoc de congelamento indicaram
que saponinas de Quillaja isoladamente formam grandes micelas em solugéo
aquosa, com aproximadamente 3 nm de raio hidrodindmico e 5¢ moléculas cada
(peso micelar de 58.500), e que micelas mistas muito maiores sdo formados com
icidos biliares (peso micelar de 350.000). A microscopia eletronica das micelas
mistas de saponinas de quilaia com colato de sddio mostrou estruturas citindricas
alongadas, com comprimento médio de 56 nm, estruturas propostas como sendo
resultado do "empithamento™ das agliconas das saponinas entremeadas por dimeros
de acidos biliares (OAKENFULL & SIDHU, 1983; OAKENFULL, 1986).

Saponinas de Saponaria officinalis e saponinas de soja também formaram
micelas em solugfio aquosa, tanto isoladamente como com acidos biliares, mas as
caracteristicas das micelas formadas eram diferentes para cada saponina
(OAKENFULL & SIDHU, 1983; OAKENFULL, 1986). A formac&o destas micelas
mistas no intestino delgado foi sugerida como uma explicagdo de base molecular
para os efeitos de saponinas no metabalismo dos dcidos biliares e colesterol (SIDHU
& OAKENFULL., 1986).

BARLA et al. {1979) construiram o diagrama de fases do sistema ternario
saponinas (Gypsophila spp) - monoglicerideos - dgua e relataram a existéncia de
regides de uma, duas e trés fases. Foram identificadas regiSes de micefas normais,
micelas reversas e cristais liquidos (em arranjos cuibicos e de lamela).

Extratos de quilaia sf&o misturas complexas de saponinas com outros
componentes das cascas de Quilfaja saponaria Molina, dentre 0s quais 0s taninos
(LEUNG, 1980). Efeito hipocolesterolémico foi observado na ingestdo de taninos por
ratos (MURAMATSU et al., 1986; YUGARANI et al., 1992). SIMON et al. (1994) e HUH
et al. (1996) estudaram a interacio entre faninos (&cido tinico & seus andlogos) e
bicamadas de fosfolipidios. Os autores demonstraram que a incorporacdo de taninos
em bicamadas resultou em maior interpenetracdo das cadsias de hidrocarboneto das
monocamadas, reduzindo sua espessura. O aumento da adesdo entre bicamadas
justapostas foi provocado pela partigdo de taninos na regido interfacial, num efeito
ponte, reduzindo o espago fluido entre elas. Estes efeitos foram associados ao
carater anfifilico e caracteristicas estruturais dos taninos, que permitem sua insercdo
em bicamadas e na regido interfacial entre elas. Tais constatagbes sdo relevantes
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quando consideradas em conjunto porque sugerem o potencial de atuacdo
associada de taninos € saponinas, ambos presentes nos exiratos de quilaia, no efeito
hipocolesterolémico e, sendo ambos anfifilicos, poderiam participar nas estruturas
coloidais propostas como atuantes no efeito hipocolesterolémico de extratos de
quilaia.

MOREIN et al. (1984) relataram que saponinas de Quillaja se associam com
glicoproteinas para formar micelas a uma concentracio igual ou maior que 0,03%.
Relatos também foram feitos sobre saponinas como agentes da solubilizagdo de
outros compostos insoluveis (ou muito pouco soiliveis) em 4gua, fais como outras
saponinas e corantes sintéticos.

MORITA et al. (1986) relataram que: 1) a solubilidade da saikosaponina-A
(pouco soluvel em agua) foi significativamente aumentada em solugdes aquosas de
outras saponinas (hemslosideos Ma2 e Ma3) proximo "a CMC; 2) a tenséo superficial
das solugBes destes hemslosideos diminuiu com o aumento de sua concentragio em
soluclo; 3) a tensdo superficial e a CMC das solugdes do hemslosideo Ma3
diminuiram com a diminuig&o do pH, mantidos fixos a temperatura e a forga idnica.
Estas descobertas s3o relevantes pois ambos os hemslosideos tem como aglicona
um triterpeno, ambos s#o bisdesmosidicos (istc é, contém duas cadeias de
carboidratos ligadas ‘a aglicona) e s&o anibnicos (devido "a presenca do acido
glicurdnico), caracteristicas estruturais analogas "as das saponinas de Quillaja
saponaria.

KASAI et al. (1986) isolaram e identificaram o tubeimosideo 1, uma saponina
bisdesmosidica triterpénica, e demonstraram a solubiliza¢sio de 78,4 uM do corante
sintético amareloc OB (completamente insollivel em &gua) nas solugdes aquosas
desta saponina, além de um aumento significativo da solubilidade da saponina A (de
0,017 mg/ml em &gua pura para 30 mg/m! em uma solugdo de tubeimosideo f a 1
mg/mi). Saponinas bisdesmosidicas ftriterpénicas isoladas de Sapindus mukurossi
também aumentaram substancialmente as solubilidades em meio aquoso de outras
saponinas monodesmosidicas, além de mostrar efeito solubilizador do corante
amarelo OB e progesterona (NAKAYAMA et al., 1886).
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5. Processos de separacdo baseados em surfatantes

Ha um movimento global que busca o desenvolvimento de uma nova geragio
de processos industriais de separagdo, baseados no uso de surfatantes, que
encontrardo crescente utilizacdo em dreas de aplicacdo que inciuem a biotecnaologia,
o controle de poluigdo e a conservagdo de energia. Exemplos destas técnicas, de
interesse particular para o presente trabalho, foram apresentados na publicagfo de
SCAMEHORN & HARWELL (1989), e incluem as separagdes baseadas na extra¢io
(solubilizacdo/particdc dos solutos em micelas, micelas reversas, e outras estruturas
coloidais) e aquelas baseadas na adsorcio (solubilizacio/particdo dos solutos em
camadas de surfatantes adsorvidos em suportes sélidos). No segundo grupo se inclui
a cromatografia admicelar (admicellar-enhanced chromatography - AEC ), um novo
processo de separagdo em leito fixo baseado no uso de surfatantes para induzir a
adsorgdo de um soluto a partir de uma solugdo aquosa, descrito por SCAMEHORN &
HARWELL (1989).

Introduzir as separag¢des baseadas na extragdo e na adsorgdo é relevante para
este trabaitho uma vez que se admite a inser¢do de colesterol em estruturas coloidais
de saponinas como possivel mecanismo de separagio. Neste caso, estariam
contempladas tanto as separa¢des baseadas unicamente na extracdo, com a
solubilizagao/particdo dos solutos em estruturas coloidais (micelas e/ou cristais
liquidos) presentes em solu¢do aquosa, como também as baseadas na adsorcio,
com a solubilizac8o/particdo dos solutos em camadas de surfatantes adsorvidos em
suportes sdlidos.

5.1. Separa¢gbes baseadas na extracio

CHRISTIAN & SCAMEHORN (1989) descreveram processo de remogio de
compostos orgénicos dissolvidos em solugles aquosas, baseado na solubilizacio
em micelas associada "a uitrafiliragdo. Neste processo, surfatante é adicionado “a
solucdo aquosa contendo os compostos organices, de modo que uma elevada frago
do surfatanie esteja na forma de micelas. A solugdo resultante é passada através de
um ultrafiitro cujos poros seja menores que as micelas, de modo que a maior parte do
surfatante e do soluto organico permanecem nas micelas do retentado. A solucio
gque permeia atraves da membrana €, em muitos casos, praticamente agua pura.
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HATTON (1989) descreveu a extracdio de proteinas em micelas reversas, no
sistema agua - hidrocarboneto - surfatante. Trata-se de um processo de extragdo
Hquido - liquido, no qual proteinas contidas em solugdes aquoisas particionam em
micelas reversas formadas em solventes orgénicos. Fatores que afetam a
solubiliza¢do da proteina inctuem pH, for¢a idnica, tipo de sal, estrutura do solvente e
concentra¢do do surfatante.

FRIBERG & NEOGI! (1989) descreveram a possibilidade de separacfes em
sistemas agua - oleo - surfatante baseadas no fato de que a capacidade de
solubilizacdo de hidrocarbonetos de surfatantes ndo - idnicos apresenta extrema
dependéncia da temperatura. Assim, as variagbes dos diagramas de fase com a
temperatura podem oferecer, em principio, um método de exiragdo / separagio
eficiente e elegante.

Generalizando os principios apresentados anteriormente e nesta sec¢do, o
conhecimentc dos diagramas de fase pode oferecer oportunidades bastante
interessantes de separagio de solutos insoliveis ou pouco soliveis em &gua, em
sistemas quaternarios agua - 6leo - surfatante - soluto, de interesse particular no
presente trabalho. Através do manuseio das proporgles dos componentes e de
parametros de processo (lais como temperatura, forga idnica, pH (para surfatantes
acidos), entre outros), pode-se posicionar a composicdo giobal do sistema em
regibes que apresentem uma separa¢io adequada de fases, entre as quais existam
diferencas substanciais de concentracfio do soluto de interesse. Deste modo, o soluto
pode ser concentrado na fase aquosa (contendo micelas efou cristais liquidos),
permitindo sua extracdo do dleo.

5.2. Separagdes baseadas na adsorgéo

E um fato conhecido que surfatantes tendem a agregar na interface sélido-
liguido, formando monocamadas (hemimicelas) ou bicamadas (admicelas) de
surfatantes adsorvidos reversivelmente numa fase sélida. Os fatores que controlam a
adsorgdo incluem os tipos de surfatante, solvente e substrato, assim como a
temperatura, o pH, a concentracfo do eletrdlito adicionado, a liga¢do de contra-ions,
e a presenga de solutos adsolubitizados (HARWELL & O’'REAR, 1989).

O fendmeno de formagio da admicela é de importdncia crucial para a
cromatografia admicelar (AEC), e descrito através de isotermas de adsorcio dos
surfatantes. Uma tipica isoterma de adsorgéio de um surfatante iGnico em um déxido
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metalico é mostrada na Figura 11.4, que ilustra a existéncia de vérias regies distintas,
explicitadas a seguir (SOMASUNDARAN & FUERSTENAU, 1966; BISIO et al., 1980;
SCAMEHORN et al., 1982; HARWELL et al., 1985; BITTING & HARWELL, 1987;
HARWELL & O’'REAR, 1989):

« Regido 1: corresponde a uma baixa cobertura da superficie pelo surfatante e ‘a
auséncia de indicacio de formagdo de agregados de surfatante na superficie.
Nesta regifio, a quantidade adsorvida cresce linearmente com a concentragdo da
solugdo de surfatante em equilibrio com a superficie. Propde-se como mecanismo
predominante a adsorgéo individual de mondmeros de surfatante no substrato.

+ Regido II: a transicio da regido | para regiéo Il ocorre guando inicia-se a formagéo
de agregados de surfatante na superficie do éxido mineral, como indicado pelo
brusco aumento da inclinagdo da isoterma. Estes agregados, denominados
hemimicelas (monocamadas) ou admicelas (bicamadas) para entatizar que
aspectos de sua estrutura e comportamento séo anélogos 'as micelas, s&o
formados de maneira localizada, ocorrendo a adsorcio em determinados sitios da
superficie. Mondmeros ainda s&o adsorvidos individualmente em sitios menos
energéticos da superficie, mas esta contribuicdo para a adsorgdo total €
desprezivel. A concentragio na qual a transicdio |-l ocorre é denominada
concentragio da hemimicela, concentragio critica da hemimicela, ou concentracdo
critica da admicela. ’

* Regifio HiI: esta regido, de reduzida inclinagdo da isoterma, & distinguida em alguns
trabathos. H& controvérsia sobre se ha ou n30 uma mudang¢a no mecanisme de
adsorgdo na transigio H-If, assim como se os agregados formados na regida Ml
sdo admicelas, hemimicelas, ou uma combinagdc das duas. Ha trabalhos
conflitantes sugerindo gue somente monocamadas sHo formadas, que a formacdo
de bicamadas somente comega apds a conclusdo da monocamada, ou que
estruturas de monocamada e de bicamada convivem nas regifes H e Hi. Acredita-
se que esta redugio na inclinagdo se origina da repulsdo eletrostatica de ions da
superticie (devido "a mudanga de sinal da carga da superficie) ou da existéncia de
uma distribuicdo de energias dos sitios de adsorgéo.

- Regi&o IV: a transigio M-IV ocorre usuaimente quando a concentragdo critica de
micela (CMC) do surfatante no sobrenadante é atingida. Esta regido IV é um platd

onde a adsorgio & maxima, resultante da saturac@o ou completa cobertura da
superficie por uma bicamada.
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LOG Concentraglio adsorvida (pmolig)

LOG Concentracdo de equilibrio em solugdo (uM)

Forte: BITTING & HARWELL (1987)

FIGURA B.4. Isoterma tipica de adsorgdo de um surfatante idnico, a partir de uma
solugdo aquosa, em Oxidoe mineral.

independentemente da natureza exata das estruturas adsorvidas, a questio
principal é que agregados de surfatantes podem ser criados na superficie do suporte
de modo a viabilizar a separacdo de solutos por AEC. A pastiv da Figura H.4, nota-se
gue a adsorcdo de surfatante aumenta com 0 aumento da sua concentracéo na
solucBo até a estabilizacfio (isto &, até atingimento do platd onde a adsorcdo 6
maxima). Este platd de adsor¢fo maxima , que ocorre quando a CMC do surfatante
no sobrenadante é atingida, resulta da saturagdo da superficie em sistemas
aplicaveis 'a AEC.
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As forgas primordiais envolvidas na formagdo destes agregados de surfatantes
ibnicos em supsrficies de 6xidos metdlicos sd0 as interacdes eletrostaticas, entre as
cargas existentes nas partes hidrofilicas do surfatante e na superficie minerat, e as
interacBes das "caudas” de hidrocarbonetos, explicadas usualmente em termos do
efeito hidrofébico. Qutro aspecto de primordial importéncia na adsorgdo de
surfatantes é o papel de heterogeneidades na superficie, com a forma da isoterma
sendo relacionada com a distribuicdo de energias de adsorgdc (HARWELL et. al,
1985; BITTING & HARWELL, 1987).

No processo de solubilizacdo, moléculas de solutos e ions podem ser
concentrados ou associados a micelas do surfatante em solugdo. Um processo
similar ocorre com admicetas e hemimicelas na adsolubiliza¢do, com a localiza¢gdo
de moléculas de soluto na interface sélido-liquido através da interveniéncia de
moléculas de surfatante adsorvidas. A particic de espécies quimicas em admicelas
aparenta ser bastante geral, com solutos adsolubitizados incluindo alcanos lineares
de baixo peso molecular, alcodis alifaticos, e fendis (HARWELL & O’'REAR, 1989).

Em AEC, uma camada adsorvida de surfatante é formada reversiveimente na
superficie de empacotamento, usualmente um 6xido metalico. Moléculas de soluto de
um fluido em processo particionam na camada de surfatante em um fendmeno
chamado adsolubilizacio, que é um anélogo em superficie da solubilizagdc em
micelas. Quando a camada de surfatante - ou, eguivalentemente, ¢ leito - se torna
saturada com o soluto, a camada de surfatante contendo o soluto é removida do
empacotamento através de uma mudanga de pH no fuido que esta sendo admitido
ao leito. Isto pode ser facilmente realizado devido ‘a natureza do fendmeno de
carregamento elétrico da superficie que & iniciaimente utilizado para induzir a
formacdo da camada de surfatante. A concentragdo do soluta no fluide contendo o
material removido do leito pode ser ajustada através do controle de pH da solugdo
removedora, e pode ser muito mais alta que a concentracdo original do soluto no
fluido em processo. A AEC tem sido empregada em aplicagdes em escaia de
bancada, tanto para concentrar como para separar solutos de solugbes aquosas, e
mostra potencial como um método em escala industrial de separagdo (HARWELL &
O'REAR, 1989).
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6. Estado da arte da separacdo de colesterol usando saponinas

As maiores preocupagdes na utilizacdo de compostos que interagem
seletivamente com colesterol, com a formagdc de complexos ou agregados, séo:
baixo rendimento, qualidade do produto final (devido “a interagfo néo especifica com
componentes do aroma e sabor), custos de produgdo (se a reciclagem dos agentes
da separagio ndo é feita), assim como problemas com a legislacdo de alimentos
associados "a toxicidade do agente da separacdo e 'a sua eveniual presenca no
produto final como um contaminante residual (WISCONSIN MILK MARKETING
BOARD, 1989; MORRIS, 1990).

Processos baseados na utilizacio de compostos que interagem seletivamente
com colesterol tém, entretanto, o potencial de serem implementados com
equipamentos jd disponiveis na industria de laticinios e com custos operacionais
mais baixos. Baixos rendimentos e alteragdo na qualidade do produto podem ou nédo
vir a acontecer, dependendo da seletividade do agente de separagéo pelo colesterol,
e da eficiéncia do processo utilizado para separar 0s complexos ou agregados da
gordura final. Problemas legais devem ser minimos (ou mesmo inexistentes) se
agentes de separacdo com grau alimenticio (como a quilaia) forem empregados.

Saponinas de beterraba foram propostas como agenies para remogdo de
colesterol numa patente de processo (INDUSTRIAL Y FORESTAL S.A.C., 1991). No
processo proposto, as saponinas de betsiraba purificadas sdo adicionadas ao leite
liquido, promovendo-se a formagdo de complexos insoluveis com o coiesterol livre,
os quais sfo removidos por filtragdo. O produto final apresenta teor de colesterol
reduzido em até 95%. Entretanto, nada se comenta quanto a: 1) disponibilidade
comercial das saponinas purificadas e sua situagdo frente "a legislacdo de alimentos,
2) eventual presenga de saponinas residuais no produto tratado e suas implicagles
legais e sensoriais, ou 3) viabilidade de sua recuperagac para reutilizacao.

A remoglo de colesterol do Gleo de manteiga (butteroil ) utilizando solugdes
aquosas de um extrato comercial de Quillaja saponaria em pé (sem nenhuma
purificagdo adicional) foi proposta em estudos realizados na Universidade da
California-Davis (SUNDFELD, 1992, SUNDFELD et al. ,1993a; SUNDFELD et al.,
1993b; THE REGENTS OF THE UNIVERSITY OF CALIFORNIA, 1994). Este produto,
comerciaimente denominado "quilaia”, estd disponivel no mercado e e oferecido
como aditivo para alimentos. Os processos estudados sfio apresentados
esquematicamente na Figura I.5 e os resultados obtidas sumarizados a seguir:
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- o processo denominado REAGAQ, envolvendo a exposi¢éo do oleo de manteiga a
solugBes aquosas de quilaia, resultaram em uma significativa redugédo do teor de
colesterol do dleo, particularmente quando solugbes de quilaia a concentragbes
mais elevadas foram utilizadas.

« 0 processo denominado REAGAO+LAVAGEM, envolvendo a lavagem com agua do
Slec resultante do processo de Reacgfo, resuitou em remocdo adicional de
colesterol.

» 0 processo denominado REAGAO+ADSORGAO, envolvendo a adicdo de terra
diatomdacea (Celite® 545) ao sistema bifasico Sleo de manteiga/solucdo de quilaia
resultante do processo de Reag#o, eleva ainda mais 0s niveis de remogdo de
colesterol.

» am estudos em que a influéncia de cada pardmetro foi estudada individualmente,
demonstrou-se gue o0s niveis de remogdo de colesterol alcangados pelos processos
sdo dependentes da concentracfio da solug®o de quilaia, da quantidade de terra
diatomacea adicionada, do pH e da temperatura; ndo foi examinada a possibiiidade
de acdo conjunta destes parametros.

 componentes da quilaia utilizada estavam presentes no dlec resultante do processo
de Reacso, mas tanto a etapa de Adsor¢do quanto a de Lavagem promoveram sua
remog¢ao.

« am operacio (ndo otimizada) em um UNico estagio, 0S processos de REACAO e de
REACAO+ADSORGAQ resultaram em redugbes de até 21 e 83% dos teores iniciais
de colestrol, respectivamente.

» em operagio em um Unico estagio, o processo de REACAO+LAVAGEM produziu
um nive! menor de remocio de colesterol que o alcancado pelo processo de
REAGAO+ADSORCAQ, mas resultou em um 6leo com niveis menores de residucs
de quilaia.
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REACAO REACAO
REACAO + +
ADSORCAO LAVAGEM
Oleo de Manteiga Oleo de Mantsiga Oleo de Manteiga
Solugdo de Quitaia Solucdo de Quilaia SolucZo de Quilaia
Mistura Mistura Mistura
lcm 545 l
_ Separac¢do
Mistura Centrifuga
Fase Oleosa
¢ Agua
Mistura
v v 4
Separa¢ao Separacédo Separagéo
Centrifuga Centrifuga Centrifuga
Fase Oleosa Fase Oleosa Fase Oleosa

Fonte: SUNDFELD et al. (1993a)

FIGURA 1.5. Processos alternativos para separagio de colesterol do dleo de
manteiga utilizando quilaia.
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Nos trabalhos desenvolvidos por SUNDFELD (1892) e SUNDFELD et al.
(1993a, 1993b), o processo denominado REAGAO+ADSORCAO ¢ uma variante
svidente do método para separacio de colesterol com fins anallticos desenvoivido
por SCHWARTZ et al. (1967) e KATZ & KEENEY (1967), que se baseia na formagao
de um complexo entre a saponina digitonina, imobilizada num leito de Celite® 545, ¢
o colesterol; tal complexo & insolivel em meio aquoso. No processo denominado
REACAQ, em que a gordura foi colocada em contato com uma solugdo aquosa de
saponinas de quitaia, ndo se confirmou o mecanismo de formagdo de um compiexo
insoltvel, como esperado pelos autores, para justificar os niveis de separagéo de
colesterol observados: o precipitado existente era composto pela fracdo da quilaia
insoltivel em meio aquoso e continha quantidades despreziveis de colesterol que,
portanto, estava solubilizado na fase aquosa.

Considerando estes resultados em conjunto com a bibliografia referente ‘a
formag8o de micelas mistas de saponinas de quilaia e 4cidos biliares (que sdo
compostos anélogos ao colesterol) em meio aquoso (OAKENFULL & SIDHU, 1883,
OAKENFULL, 1986) e o efeito hipocolesterolémico decorrente de sua ingestdo
(TOPPING ot al., 1980; OAKENFULL et al., 1984; RAO & KENDALL, 1986), assim
como os estudos de formagdo de admicelas e adsolubiliza¢do de solutos (HARWELL
& O'HEAR, 1989), SUNDFELD (1992) propds os seguintes mecanismos basicos
como envolvidos na separacdo de colesterol: 1) particdo do colesterol, a partir da
fase oleosa, numa dispersdo coloidat das saponinas, com solubilizagio do colesterol
nas micelas das saponinas presentes em soiucdo aguosa, € 2) na presenca da terra
diatomacea, a adsorgdc das saponinas na superficie deste s6lido ensejaria a
formacdo de admicelas, nas quais o colesterol tambeém poderia se inserir.

Numerosos estudos mencionados anteriormente revelam a formagdo de
camadas de surfatanie adsorvidas na superficie de solidos, denominadas
hemimiceias ou admicelas (BISIO et al., 1980; SCAMEHORN et al., 1982; HARWELL
et al., 1985; SOMASUNDARAN & FUERSTENAL), 1986; BITTING & HARWELL, 1987,
SIRACUSA & SOMASUNDARAN, 1987), que podem funcionar como solventes
bidimensionais para uma variedade de solutos (HARWELL & O'HEAR, 1988),
constituindo um dos muitos processos de separagdo baseados no uso do surfatantes
(SCAMEHORN & HARWELL, 1989). Estes antecedentes, considerados em conjunto
com oS resultados obtidos por SUNDFELD (1992), sugerem a solubilizagdo de
colesterol em admicelas formadas na superficie de terra diatornacea como um dos
mecanismos plausiveis de separa¢o. Ndo ha, entretanto, evidéncias diretas de que
este mecanismo esteja operando.

42



II. Revisdo de Literatura

Por outro lado, a proposta de SUNDFELD (1992) de solubilizac@o de colesterol
em micelas (isotropicas) de saponinas presentes em solugdo aquosa, pode ser
encarada como um caso particular de um sistema potencialmente bastante mais
complicado. Os complexos diagramas de fase exibidos por sistemas quaternarios
Sleo - agua - surfatante - soluto, em que a presenga de varias regides (contendo uma,
duas ou trés fases em equilibrio) e os limites das regibes sdo alterados pela
composicio global do sistema e por varios fatores (tais como temperatura, forga
idnica, pH, entre outros) (HIEMENZ, 1986; BOURREL & SCHECHTER, 1988),
sugerem outras possibilidades de separagio envolvendo, por exemplo, cristais
tiquidos. Note-se que LUCY & GLAUERT (1964) relataram a formagdo de cristais
liquidos por saponinas e colesterol em solugdo aquosa. A participacao no processo
de separagiio de outros compostos anfifilicos presentes nos extratos de quilaia, como
por exempio os taninos, também representa uma possibitidade a ser considerada.

Assim, a proposta de mecanismo operante na separagdo deve ser ampliada, de
modo a incorporar as varias possibilidades potencialmente presentes no diagrama
de fases do sistema. A construcd3o do diagrama, com caracterizagéo das fases e
identifica¢do das estruturas presentes, de maneira andloga 'a realizada nos estudos
de bile artificial (SMALL et al., 1966; BOURGES et al., 1967ab) permitird a
identificacdo clara do mecanismo operante.
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Il. MATERIAL E METODO

1. Detalhamento dos experimentos

Para ¢ aprimoramento da tecnologia de extragdo do colesterol utlizando extratos
contendo saponinas de Quillaja foram realizados 09 (nove) estudos, divididos em 02
(duas) fases distintas e bem caracterizadas.

1.1. Primeira Fase: Avaliacdo dos processos de separa¢ao ligquido-
liquido (LL) e sdélido-liquido-liquido (SLL) para remocgdo de colesterol do
Oleo de manteiga

Nesta primeira fase, de carater eminentemente tecnoldgico, 05 (cinco) estudos
serviram para avaliar as opgdes de processo assim como o efeito de varidveis nos
niveis de remogdo de colesterol. Nesta fase foram utilizados extratos de quilaia em p6
¢ dleo de manteiga (butteroil ) comercialmente disponiveis.

Estes experimentos permitem uma visdo “real” das alternativas de processo,
inclusive o da extragdo liquido-liquide do éleo de manteiga com uma solugdo aquosa
de quilaia (que é reproduzido no sistema modelc empregado na segunda fase deste
frabalho), passiveis de implementagdo pelo setor industrial e cuja viabilidade convéem
verificar. Estes estudos sio apresentados a seguir.

1.1.1. Efeito de parametros do processo de separagdo sélido-liquido-
liquido (SLL) nos niveis de remogdo de colesterol

* Introducdo

Estes experimentos visaram definir, para © processo de separagdo SLL, a
significdncia dos efeitos da concentragdo e pH da solugdo aquosa de quilaia,
temperatura e gquantidade de terra diatomacea, nos niveis de remog¢ao de colesterol.
Procurou-se estabelecer as tendéncias dos niveis de remog¢do de colesterol com
estas varidveis, defininde os paradmetros de maior relevancia.

45



Il Material e Método

+ Delineamento experimental

Foram empregados delineamentos fatoriais completos (WALPOLE & MYERS,
1989: MONTGOMERY, 1991) e as faixas de concentragdo e pH da solugédo de quilaia,
guantidade de terra diatomdacea, temperatura, assim como os niveis de agitacdo e
tempos de contato definidos nos estudos de SUNDFELD (1992).

inicialmente o efeito da temperatura foi avaliado de maneira isolada em 3 niveis
{45, 55 e B5 °C), resultando em 3 tratamentos. Os demais pardmeiros experimentais
foram mantidos fixos: proporg&o 6leo de manteiga/solugdo de quilaia de 50 g / 50 mli,
concentracido de quitaia em solugdo de 0,10 g/ml, terra diatomécea a 0,10 g/g 6leo de
manteiga, pH da solugdo de quilaia de 4,2, tempo de contato solugdc de quilaia/Gleo
de manteiga de 30 min, tempo de contato terra diatomdcea/suspensdo de 30 min e
nivel baixo (#6) de agitagéo.

Os efeitos da temperatura e do pH da solucdo de quilaia foram avaliados num
delineamento fatorial completo, onde a temperatura foi estudada em 2 niveis (45 ¢ 65
°C) e o pH em 3 niveis (3,0 , 4,2 e 7,0}, resultando em 6 tratamentos. Os demais
pardmetros experimentais foram mantidos fixos: proporgdo dleo de manteiga/solugio
de quilaia de 50 g / 50 ml, concentragdo de quilaia em solugéo de 0,10 g/ml, terra
diatomacea a 0,10 g/g dleo de manteiga, tempo de contato solugdo de quilaia/dleo de
manteiga de 30 min, tempo de contato terra diatormacea/suspensio de 30 min e nivel
baixo (#6) de agita¢do.

Os efeitos da concentragdo da solugdo de quilaia e da quantidade de terra
diatomacea foram avaliados num delineamento fatorial completo, cnde a
concentraciio da solugio de quilaia foi estudada em 4 niveis (0,05, 0,15, 0,25 e 0,35
g quilaia BELL/m! solucgo) e a quantidade de terra diatomécea em 3 niveis (0,05,
0,15 e 0,25 g/g Gleo), resuttando em 12 tratamentios. Os demais parametros
experimentais foram mantidos fixos: proporgio 6lec de manteiga/soiugdo de quitaia
de 50 g / 50 mi, temperatura a 65 °C, pH da solugao de quilaia de 4,2, tempo de
contato solugsio de quilaia/dleo de manteiga de 60 min, tempo de contato terra
diatomacea/suspensioc de 60 min. e nivel baixo (#6) de agitagéo.

Todos os tratamentos foram realizados pelo menos em iriplicata.

- Preparo das solugdes de quilaia

Foram preparadas nas concentragbes exigidas com &gua desionizada, a
temperatura ambiente, utilizando placa agitadora magnética. O pH das solugdes foi
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ajustado com solugdes 0,1 M de HCI ou NaOH. As solugBes foram centrifugadas por
20 minutos, a temperatura ambiente (25 °C) e 10.000 rpm. O sobrenadante foi filtrado
em papel de fiitro Whatman #1 e utilizado nos experimentos.

* Processo solido-liquido-liquido (SLL)

O processo SLL, analogo ao denominado Reag¢do+Adsorgdo (R+A) por
SUNDFELD et al. (1993a, 1993b), é ilustrado na Figura II1.1.

[" Oleo de manteiga
L Solugao de quilaia

Cong. solugao de quilaia
Temperatura
{ 5 Contato pH

liquido-liquido !
(LL) Agitacéo

Tempo de contato

l K*—E Terra diatomacea

A Contato sdlido- ;ﬁmperawra
liquido-liquido Agitacio

(»‘—S) (SLL) Tempo de contato

' Separacio . [777
Ceatrifuga P

s -3> Fase solida (orta”)

Fonte: SUNDFELD et al. (1993 a, 1993 b)

FIGURA Ill.1. Fluxograma experimental do processo de separacdo sélido-liquido-
liquido (SLL).

No processo SLL 50 g de 6leo de manteiga ¢ 50 mi de solugdo de quilaia (na
concentra¢do e pH desejados), previamente aquecidos até a temperatura definida,
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foram colocados em frascos do tipo Erlenmeyer de 250 mi e duas esferas de vidro de
1,3 cm de didmetro inseridas em cada frasco para intensificar o processo de mistura.
Os frascos foram entdo tampados e colocados no banho, com agitacio e temperatura
controladas, pelo tempo de contato (LL) definido. Seguiu-se a adicdo da quantidade
definida de Celite® 545 diretamente nos frascos, sendo o processo continuado no
banho, nas mesmas condigdes de temperatura agitagcio, pelo tempo de contato
(SLL) definido. A agitacdo foi entdo desligada, as esferas de vidro retiradas, € 0
contetdo dos frascos transferido para tubos de centrifuga e centrifugado por 20
minutos, a temperatura ambiente (25 °C) e 10.000 rpm. Apés a centrifugagédo as fases
oleosa e sdlida ("torta” de terra diatomécea) foram retiradas e as amostras guardadas
em frascos herméticos a -20 °C.

« Determinacgiio do teor de colesterol

Amostras de fase oleosa e torta de terra diatomacea foram avaliadas pelo
procedimento de SUNDFELD et al. (1993 a), como detathado na se¢io de métodos
de analise.

« Determinacgdo do teor de 6leo

Amostras de torta de terra diatomécea foram avaliadas pelo metodo de BLIGH &
DYER (1959), como detalhado na segéo de métodos de andlise.

- Determinagio do teor de umidade

Amostras de torta de terra diatomdcea foram avaliadas pelo método AOAC
43.287, como detalhado na se¢io de métodos de analise.

« Andlise estatistica

As vari4veis independentes foram a concentragdo e pH da solugio de quilaia, a
quantidade de terra diatomacea, e a temperatura. As variadveis dependentes foram os
teores de colestero! nas fases oleosa ¢ tortas resultantes dos diferentes tratamentos.
Foi feita a andlise de varidncia (ANOVA), avaliando-se a significAncia dos efeitos
principais e interagdes das variaveis independentes através de testes F ¢ a
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comparag¢do multipla das médias dos varios tratamentos pelo teste de Tukey HSD
(NETER et al., 1990).

1.1.2. Evolucdo do teor de colesterol na fase oleosa com o tempo nas
etapas dos processos de separacdo LL e SLL

* Introdugéo

Estes experimentos visaram definir, para as etapas de contato liquido-liquido
(LL) e sdlido-tigquido-liquido (SLL) independentemente, a evolucdc do teor de
colesterof na fase oleosa com o tempo, variando-se a concentra¢dc de quilaia na
solugdo aquosa. Os pardmetros temperatura, pH e quantidade de terra dialomacea
foram mantidos fixos em niveis definidos como aceitaveis no estudo anterior.

Procurou-se estabelecer o tempo necessario para alcance de uma condigdo
"pratica” de equilibrio, isto &, 0 tempo de contato apds o qual supde-se que as
mudangas na concentragio de colesterol na fase oleosa, se ocorrerem, o fardo a uma
taxa muito baixa, proibitiva para aplica¢bes praticas.

+ Delineamento experimental

Para definicdo do tempo de alcance de uma condigdo “pratica” de equilibrio nas
gtapas de contato liquido-liquido (LL) e sdlido-liquido-liquido (SLL)
independentemente, foram construidas curvas descrevendo a evoiugfo do teor de
colestero! na fase oleosa com o tempo de contato em cada uma destas etapas
individualmente. Foram empregadas solugles de quilaia BELL em 3 concentragbes
(0,05, 0,20 e 0,35 g quilaia/ml solu¢do) e considerados 6 tempos de contato (zero,
10, 20, 30, 60 e S0 minutos), resultando 6 curvas. Cada ponto das curvas foi realizado
pelo menos em triplicata.

O tempo de contato zero na etapa LL corresponde ao dlec de manteiga utilizado
nos ensaios. O tempo de contato zero na etapa SLL corresponde ‘a amostra de fase
oleosa retirada logo apds a adigio o mistura da terra diatomacea na suspensio Sleo
de manteiga/solucido de quilaia.

Nestes ensaios, foram mantidos fixos no valor medio das faixas de interesse a
temperatura {55 °C), o pH da solugdo de quilaia (4,35), o nivel de agitagdo (baixo, #6)
e & quantidade de terra diatomacea (0,15g/g 6lec de manteiga).
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- Preparo das solugbes de quilaia

Foram preparadas de maneira andloga ‘a descrita na segdo 1.1.1.

« Preparo do éleo de manteiga

Foi preparada uma amosira de élec de manteiga “enriquecida” com colesterot,
adicionando-se ao 6leo de manteiga anidro uma solugdo de colesterol em
cloroférmio. A dissolucéo foi feita sobre placa agitadora magnética a 50 - 55 °C por 1
hora, e a eliminagdo do cloroférmio pelo aquecimento a 65 °C sab vécuo por 1 hora.

+ Processos de separagdo LL e SLL
Seguiu-se um procedimento andlogo ao descrito na seg¢do 1.1.1.

No estudo da etapa de contato LL, 50 g de dleo de manteiga “enriquecido” ¢ 50
ml de soluciio de quilaia (na concentracdo desejada), previamente aguecidos até a
temperatura definida, foram colocados em frascos do tipo Erlenmeyer de 250 mi e
duas esferas de vidro de 1,3 cm de didmetro inseridas em cada frasco para
intensificar o processo de mistura. Os frascos foram ent3o tampados e colocados no
banho, com agitacéio e temperatura controladas. Nos tempos de contato definidos, a
agitagdo foi desligada e rapidamente 1,5 ml do contetido dos frascos foi coletado e
transferido com pipeta para tubos Eppendorf. Seguiu-se a centrifugacdo por 10
minutos, a temperatura ambiente (25 °C) e 14.000 rpm (equivalente a 16.000 vezes a
aceleragiio da gravidade). As amostras da fase oleosa foram retiradas e guardadas
em frasco hermético a - 20 °C. '

No estudo da etapa de contato SLL, adicionou-se a quantidade definida de
Colite® 545 diretamente nos frascos contendo a suspensio obtida apds 90 minutos
de contato LL. O processo foi continuado no banho, nas mesmas condigtes de
temperatura e agitagdo vigentes, procedendo-se ‘a coleta de amostras da fase
olecsa nos tempos de contato definidos como descrito anteriormente.

« Determinagdo do teor de colesterol

Realizada no Sleo de manteiga “enviquecido” inicial e nas amostras das fases
oleosas pelo procedimento de SUNDFELD et al. (1993 a), como dstalhado na segao
de métodos de analise.
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* Andlise estatistica

Para definicdo dos tempos de equilibrio foram calculadas, para cada
concentragdo da solugdo de guilaia, as medias e os intervalos com 95% de confianga
(NETER et al., 1990) dos teores de colesterol nas fases oleosas resuitantes de cada
tempo de contato das etapas de contato LL e SLL.

1.1.3. Distribuigdo de colesterol entre as fases resultantes dos
processos de separagdo LL e SLL

* Introducdo

Estes experimentos visaram estabelecer as curvas de distribuigdo de colesterol
entre as fases (cleosa, aquosa e de torta de terra diatomacea) em contato, tanto para
o processo LL como para o SLL, variando-se a concentragdo de quilaia na solugdo
aquosa. Os pardmetros temperatura, pH e quantidade de terra diatomacea foram
mantidos fixos em niveis definidos como aceitdveis na segdo 1.1.1; o tempo de
contato foi 0 da condigéo "pratica” de equilibrio definido na se¢éo 1.1.2.

A partir das curvas de distribuicdo foram efetuadas simulagbes dos processos,
em miltiplo estdgio, estabelecendo-se a evolugdo dos niveis de colesterol na fase
olecsa com © numero de estagios de contato.

* Delineamento experimental

Foram construidas as curvas de distribuicdo de colesterol entre as fases em
contato {oleosa, aquosa e torta) para 0s processos de separagdo LL o SLL. Foram
determinados os teores de colesterol presentes nas fases oleosas e tortas resultantes
dos tratamentos e, utilizando-se balangos de massa, obtidos 0s teores de colesterol
presentes nas fases aquosas resultantes do processo LL e estimativas daqueles
presentes nas fases aquosas resultantes do processo SLL.

Os resultados das concentragdes de colesterol nas fases em contato foram
colocados na forma de curvas de distribuigdo, uma curva para cada concentragdo da
solucdo de quilaia. Resultaram 8 curvas nas quais cada ponto foi realizado pelo
menos em triplicata.
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Foram empregadas solugGes de quilaia BELL em 3 concentracgdes (0,05,0,20 e
0,35 g quilaia/mi solugao) e amostras de dleo de manteiga com 5 teores de colesterol
(0,73, 1,20, 1,69, 2,24 e 2,74 mg colesterol/g éleo). Nestes ensaios foram mantidos
fixos, em niveis definidos nos estudos anteriores, a temperatura (55 °C), o pH da
solugdo de quilaia (4,15), o nivel de agitagdo (baixo, #8) e a quantidade de terra
diatomacea (0,15g/g 6lec de manteiga). Os tempos de contato das etapas de contato
LL e SLL foram de 60 minutos, maiores que os definidos no estudo anterior como
suficientes para ¢ alcance da condigéio "pratica” de equilibrio.

A partir das curvas de distribuicdo foram efetuadas simulagbes dos processos
de separacdo LL e SLL em multiplo estagio, com configuracdo de fluxo cruzado,
estabelecendo-se a evolucdo dos niveis de colesterol na fase oleosa com o numero
de estagios de contato.

« Preparo das solugdes de quilaia

Foram preparadas de maneira analoga 'a descrita na secdo 1.1.1.

« Preparo do éleo de manteiga

Para estes ensaios foram preparadas 5 amostras de 6leo de manteiga com teor
variado de colesterol, através da mistura de diferentes proporgbes do Oleo de
manteiga anidro tradicional com aquele submetido "a destilacio por arraste a vapor.

« Processos de separagéo LL e SLL

O procedimento experimental empregado para o processo de soeparacdo SLL foi
o descrito na secio 1.1.1, detathado a seguir. Neste processo, 50 g de dleo de
manteiga e 50 mi de sclugdio de quilaia (nas concentractes e pH definidos)
previamente aguecidos até a temperatura definida, foram colocados em frascos do
tipo Erienmeyer de 250 ml e duas esferas de vidro de 1,3 cm de didmetro inseridas
em cada frasco para intensificar o processo de mistura. Os frascos foram entao
tampados e colocados no banho, com agitacdio e temperatura controladas, pelo
tempo de contato (LL) definido. Seguiu-se a adigdo da quantidade definida de
Celite® 545 diretamente nos frascos, sendo o processo continuado no banho, nas
mesmas condicdes de temperatura e agitagio, pelo tempo de contato {SLL) definido.
A agitagdio fol entdo desligada, as esferas de vidro retiradas, e o contetdo dos
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frascos transferido para tubos de centrifuga e centrifugado por 20 minutos, a
temperatura ambiente (25 °C) e 10.000 rpm. Apds a centrifugacéio as fases oleosas e
tortas de terra diatomdcea foram retiradas e as amostras guardadas em frascos
hermeticos a -20 °C.

Para o processo LL, foram empregadas as mesmas condigbes, equipamentos e
materiais; o procedimento experimental é ilustrado na Figura 111.2.

[" Oteo de manteiga
+ } Solucéio de quilaia
! | Conc. solucdo de quilaia
Contato Temperatura
liquido-liguido pH
@ (kL) Agitagao
Tempo de contato

| Separacdo P
Centrifuga = 53555, —2>> Fase oleosa

] 3> Fasoaquosa

FIGURA Hll.2. Fluxograma experimental do processc de separacdo liquido-liquido
(LL).

Neste processo, 50 g de dlec de manteiga e 50 ml de solugdo de quilaia (nas
concentragdes e pH definidos), previamente aquecidos até a temperatura definida,
foram colocados em frascos do tipo Erienmeyer de 250 mi e duas esferas de vidro de
1,3 cm de didmetro inseridas em cada frasco para intensificar o processo de mistura.
Os frascos foram entdo tampados e colocades no banho, com agita¢do e temperaiura
controladas, peio tempo de contato (LL) definido. A agitag&o foi entdo desligada, as
esferas de vidro retiradas, e o contetide dos frascos transferido para tubos de
centrifuga e centrifugado por 20 minutos, a temperatura ambiente (25 °C) e 10.000
rpm. Apds a centrifugacio as fases oleosas foram retiradas e as amostras guardadas
em frascos herméticos a -20 °C.
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« Determinagdo do teor de colesterol

Realizada nas amostras dos 6leos de manteiga iniciais e nas fases oleosas e
tortas resuitantes dos tratamentos, pelo procedimento de SUNDFELD et al. (1993 a),
como detalhado na segio de métodos de analise.

« Andlise estatistica

A analise estatistica compreendeu o célculo das medias e desvios-padrdo dos
niveis de coiesterol nas fases oleosas e tortas resultantes dos processos LL e SLL,
assim como o ajuste de polindmios "as curvas de distribuicdo (NETER et al., 1990).

1.1.4. Efeito da procedéncia das quilaias nos niveis de remocgdo de
colesterol dos processos de separagdo LL e SLL

. Introdm;éo

H& uma grande variedade, e potencial variabilidade, da quilaia fornecida pelos
vérios fornecedores. Portanto, empregando 02 (duas) quilaias em pé obtidas
comercialmente, estes experimentos visaram verificar se a procedéncia da quilaia
afeta significativamente 0s niveis de remocio de colestercl obtidos pelos processos
LL e SLL.

- Delineamento experimental

Numa primeira série de experimentos procurou-se verificar se a procedéncia da
quilaia afeta significativamente 0s niveis de remoc¢do de colesterol, onde foram
consideradas 2 quitaias (PENCO e BELL) e 2 processos (LL. e SLL). Num
delineamento completamente aleatério (WALPOLE & MYERS, 1989; MONTGOMERY,
1991), foram realizados 5 tratamentos: Branco (B), processo LL com quilaias PENCO
e BELL, e processo SLL com quilaias PENCO e BELL. O fratamento denominado
Branco (B) envolveu o contato liquido-liquido do dieo de manteiga anidro com dgua.
Em todos os ensaios foram mantidos fixos, conforme aplicdvel, os seguintes
pardmetros de processo: concentragio de quilaia (0,40 g quitaia/mi solug&o),
quantidade de terra diatomécea (0,25 g Celite® 545/g ¢leo), temperatura (565 °C), pH
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da solugdo de quilaia (4,65), agitacdo (meédia, #7) e tempos de contato (LL e SLL de
60 minutos/cada). Todos os tratamentos tiveram 4 réplicas.

Numa segunda série de experimentos, foi construida para a quilaia PENCO uma
curva de distribuicdo de colesterol entre as fases em contato (0leosa, aguosa e torta)
para o processo de separacdo SLL. Os teores de colesterol presentes nas fases
oleosas e tortas resuitantes foram colocados na forma de uma curva de distribuiggo,
onde cada ponto foi realizado pelo menos em triplicata. Foi empregada uma solugdo
de quilaia PENCO na concentragdo de 0,35 g quilaia/ml solugédo e amostras de dleo
de manteiga com 5 teorgs de colesterol (0,73 , 1,27 , 1,76 , 2,43 ¢ 2,98 mg
colesterol/g oleo). Nestes ensaios foram mantidos fixos a temperatura (55 °C), o pH
da solugdo de quilaia {(4,3), o nivel de agitagdo (baixo, #6), a quantidade de terra
diatomacea (0,15g/g diec de manteiga} e 0s tempos de contato das etapas de contato
LL e SLL foram de 60 minutos. A partir da curva de distribuigdo foram efetuadas
simulagdes do processo de separagdo SLL em multipio estagio, com configuragdo de
fluxo cruzado, estabelecendo-se a evoiug¢do dos niveis de colesterol na fase oleosa
com 0 numero de estagios de contato.

* Preparo das solugBes de quilaia para os processos LL e SLL

As solucgtes de quilaia PENCO e BELL foram preparadas de maneira analoga
‘a descrita na sec¢do 1.1.1.

* Preparo do éleo de manteiga

Nos testes do efeito da procedéncia das quilaias foi utilizado ¢ dleo de manteiga
anidro tradicional. Para a construgdo da curva de distribuicdo foram preparadas 5
amostras de 6leo de manteiga com variado teor de colesterol, através da mistura de
diferentes proporgdes do ¢leo de manteiga anidro tradicional com aquele submetido
"a destilagdo por arraste a vapor.

* Processos de separagdo LL e SLL e 0 Branco

Os procedimentos experimentais empregados para 0s processos de separa¢io
LL e SLL foram os descritos na secdo 1.1.3. O fratamenio denominado Branco
envolveu o contato liquido-tiquido do Gleo de manteiga com agua, empregando-se as
mesmas condigdes, equipamentos e materiais utilizades nos processos LL ¢ SLL.
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« Determinagdo do teor de colesterol

Nos testes do efeito da procedéncia das quilaias, a determinagéo foi realizada
nas amostras de fases oleosas resultanies dos tratamentos. Para a construgac da
curva de distribuicfo, fol realizada em amostras dos Gleos de manteiga iniciais e nas
tases oleosas e tortas resuitantes do processo SLL. Em todos os casos empregou-se
o procedimento de SUNDFELD et al. (1993a), como detalhado na segdo de métodos
de analise.

« Andlise estatistica

Nos testes do efeito da procedéncia das quilaias foi feita a andlise de varidncia
(ANOVA) e a comparagdo multipla das médias dos varios tratamentos pelo teste de
Tukey HSD. Para a construgdo da curva de distribuicdo, a andlise estatistica
compreendeu o cdlculo das médias e desvios-padréo dos niveis de colesterol nas
fases oleosas e tortas resultantes do processo SLL, assim como o ajuste de
polindmios “as curvas de distribuigdo (NETER et al., 1990).

1.1.5. Caracterizagdo das quilaias

+ Introdugéo

Estes experimentos visaram caracterizar as 02 (duas) quilaias em pé obtidas
comercialmente, e utilizadas nos estudos anteriores, quanto 'a sua composi¢do
quimica, concentracdo de micela critica, propriedades eletrocinéticas e tamanho das
particulas em solugdo aquosa.

Realizados ap6s verificar se haveria um efeito significativo da procedéncia da
quilaia na eficiéncia dos processos, buscou-se através desta caracterizag¢do reunir
elementos que, além de propiciar o conhecimento de algumas propriedades basicas
dos materiais em estudo, pudessem justificar diferengas eventualmente observadas
quanto ‘a sua eficacia na remocéo de colesterol.
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+ Delineamento experimental

A caracterizacdo das 2 quilaias em pd PENCO e BELL foi feita atraves da
determina¢do de sua composi¢cdo quimica, concentragdo de micela critica,
mobilidade eletroforética e tamanho das particulas presentes em solugbes aguosas.

Iniciaimente foram determinados os teores de saponinas, através do conteudo
de sapogeninas, realizando-se 06 {(seis) réplicas para cada uma das quilaias. Qutras
determinacgfes relativas "a composi¢gdo quimica foram feitas pelo Instituto de
Tecnologia de Alimentos - ITAL (Campinas, SP).

Numa segunda série de experimentos, foi determinada a concentragdc de
micela critica das quilaias, a pH 4,6 ¢ 25 °C. Solu¢gbes aquosas a varias
concentragdes na faixa de 1,0 x 104 a 5,0 x 10-2 g/mi foram preparadas e, através de
medidas de tensdo superficial, condutividade e turbidez, a CMC foi determinada
graficamente utilizando-se cada uma destas propriedades independentemente.

Numa terceira série de experimentos foi verificada a existéncia de diferencas de
mobilidade eletroforética (MEF) e didmetro de Stokes (Dsy das particulas presentes
nas solugdes aquosas destas quilaias, na concentragdo de 0,05 g/ml e 25 °C. Foi
estudado também o efeito da fillragdo prévia das solugbes nestas medidas e
pesquisadas evitdéncias de polidispersidade.

Por dltimo, uma quarta série de experimentos foi realizada para verificar a
natureza das particulas cujas propriedades estavam sendo medidas, isto &, se eram
micelas de saponinas ou outras particulas {que ndo micelas) presentes nos extratos.
Para tanto duas abordagens foram seguidas. Primeiramente, foram obtidos
histogramas da MEF nas solugfes em concentra¢des abaixo e acima da CMC,
estratégia que se baseou no fato de que micelas se formam em solugdo ao redor da
CMC e, portanto, elas nfo estdo presentes abaixo da CMC. Depois, testes
confirmativos foram feitos com base na centrifugacdo das solugdes, uma operagéao
que em condigbes normais pode promover a separacdo (sedimentacdo) das
particulas maiores sem exercer qualquer efeito sobre as micelas.

» Determinac¢d&o do teor de sapogeninas

Amostras de quilaia em po foram analisadas pelo método detathado na segdo
de métodos de analise.
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» Preparo das solugdes de quilaia

Para determinagio da CMC, uma solugdo aquosa de cada quilaia na
concentragio de 5,0 x 10-2 g quilaia/mi solugo foi preparada com agua desionizada,
a temperatura ambiente, utilizando placa agitadora magnética. O pH da solugdo foi
ajustado a 4,6 pela adigdo de solugbes 0,1 M de HC! ou NaOH. A partir desta solugdo
inicial foram preparadas solugdes a varias concentragdes até o valor minimo de 1,0 x
104 g/ml, por diluicdo sucessiva, empregando-se agua desionizada com pH também
ajustado a 4,6.

Para verificar a existéncia de diferencas de mobilidade eletroforética e di&metro
de Stokes das particulas presentes nas soiugdes aquosas das quilaias PENCO e
BELL, assim como para pesquisa de evidéncias de polidispersidade, uma solugéo
aquosa de cada quilaia na concentragio de 5,0 X 10-2 g quilaia/ml solugdo foi
preparada com 4gua desionizada, a temperatura ambiente, utilizando placa
agitadora magnética, ajustando-se o pH da solugdo a 4,6. Para o estudo do efeito da
filtragdo prévia das solugSes nestas medidas, as solugdes foram ou ndo previamente
filtradas através de papel de filtro Whatman #1 ou #42.

Nos experimentos para verificar a natureza das particulas, os histogramas da
MEF foram obtidos das solugdes preparadas para determina¢do da CMC enquanto
que, para os testes baseados na centrifugagdo, foi empregada uma solugéo da
quilaia PENCO na concentra¢do de 1,0 x 10-2 g quilaia/mi solucdo sem nenhum
ajuste de pH.

* Determinagéo da CMC das quilaias

Foi realizada graficamente a partir de medidas de tensdo superficial,
condutividade e turbidez das solugbes aquosas das quilaias a varias concentragbes,
utilizando os procedimentos detalhados na se¢ic de métodos de analise.

- Determinagdo da mobilidade eletroforética & didmetro de Stokes das particulas

Foram realizadas nas solugdes aquosas das quilaias, utilizandoc os
procedimentos detalhados na se¢do de métodos de analise.
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* Analise estatistica

Na determinac8o dos teores de sapogeninas das quilaias, das propriedades
das solugbes (tensdo superficial, condutividade e turbidez) e das particulas
(mobilidade eletroforética e diametro de Stokes) foram calculadas as médias,
desvios-padrdo e intervalos com 95% de confianga dos valores obtidos nos vérios
tratamentos.

Nos testes do efeito da procedéncia das quilaias e da filtragdo das solugdes nos
valores da mobilidade eletroforética e didmetro de Stokes obtidos, foi feita a andlise
de varidncia (ANOVA) e a comparacdo mdltipla das médias dos varios tratamentos
peio teste de Tukey Kramer (NETER et a/., 1990).

1.2. Segunda Fase: Formagdo de micela e solubilizagic de colestero!
em solugfSes aquosas de quilaia

Nesta segunda fase, 04 (quatro) estudos estiveram voltados para uma melhor
caracterizacdo da solugdo aquosa de quilaia e da distribuicdio do colesterof entre
fases em sistema bifasico liquido-liquido, verificando-se o efeito de varidveis de
processo na formagdo de micelas e na solubilizacdo de colesterol.

E relevante ressaitar que, nesta segunda etapa do trabatho, a atengdo esteve
voltada para a fase aquosa (a solugdo aquosa de quilaia), objetivando obter
informacdes e definicbes que permitissem um methor entendimento e controle do
processo, incluindo:

» determinacdo da faixa de concentracdc em que exiratos de quilaia formam micelas
em solucio aquosa, assim como o efeito da temperatura, pH e adi¢do de cloreto
de sédio na concentragdo de micela critica (CMC);

= delimitacdo do efeito dos pardmetros de processo (temperatura, pH e adigdo de
NaCl} na distribuicio de colesterol no sistema bifasico solugio aquosa de quilaia -
decano, isto &, na quantidade de colesterol solubilizada em solu¢bes aquosas de
quilaia;

= correlacdo dos fendmenos de formacdo de micelas com o de solubilizagdo de
colesterol, buscando evidéncias que corroborassem um dos mecanismos de
separag¢io propostos, isto é, 0 da solubilizacdo de colesterol em micelas presentes
na fase aquosa.
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Nestes estudos foi utilizado o decano com colesterol adicionado em niveis
conhecidos como substitutivo da fase oleosa e um extrato de saponinas de quilaia
mais purificado. A substituicdo do 6leo de manteiga pela solucdo de colesterol em
decano resulta numa substancial simplificagdo e incremento de precisao analitica
para determinacdo de colesterol, uma vez gue pode-se injetar diretamente no
cromatégrafo as amostras da fase hidrocarboneto, sem as etapas de saponificacdo e
extracdo necessarias para a andlise do dleo. Estes estudos sd0 apresentados a
seguir.

1.2.1. Formagdo da micela em solugbes aquosas de quilaia

* Introdugdo

Estes experimentos visaram determinar a concentrag¢do de micela critica (CMC),
isto &, a concentragio a partir da qual observa-se a formagdo de micelas em soiugdes
aquosas de quilaia. Foram verificados os efeitos da temperatura, pH e adic¢do de
cloreto de sédio na CMC. Em processos de solubilizagdo em micelas, 2 CMC € uma
informagéio fundamental, representando o limite inferior de concentra¢do a partir do
qual podera ser observada a solubilizagédo de colesterol.

« Delineamento experimental

Foi feita a determinagdo da concentragdo de micela critica (CMC) em solugdes
aquosas da quilaia SIGMA, assim como a definigio dos efeitos da temperatura, pH, €
concentracio de sal (NaCl) adicionado.

O delineamento experimental empregado foi o fatorial completo (WALPOLE &
MYERS, 1989; MONTGOMERY, 1991), que pressupbe a verificagdo do efeito
individual de cada pardmetro assim como de eventuais efeitcs conjuntos. Solugdes
aquosas da quilaia a vdrias concentracdes na faixa de 2,0 x 107 a 2,0 x 10-2 g/ml
foram preparadas e, através de medidas de tensédo superficial, a CMC foi
determinada graficamente em trés niveis de temperatura (25, 35 ¢ 45 °C), trés niveis
de pH (3.0, 4.5 e 6,0) e dois niveis de concentracdo de NaCl! adicionado (zero,
squivalente “a ndo adigdo de NaCl, e 0,5 M), resultando num total de 18 tratamentos
realizados em friplicata.
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* Preparo das solugbes de quilaia

Uma solugdo aguosa de quitaia SIGMA na conceniracdo de 2,0 x 102 g
quilaia/ml soluc&o e com a quantidade requerida de NaCl foi preparada com agua
desionizada, a temperatura ambiente, utilizando placa agitadora magnética. O pH da
solugdo foi ajustado nos niveis exigidos pela adigdo de solugdes 0,1 M de HCI ou
NaOH. A partir desta solugdo inicial foram preparadas solugbdes a vérias
concentragdes até o valor minimo de 2,0 x 10-7 g/mi, por diluig8o sucessiva,
empregando-se solugdes de NaCl em agua desionizada com pH ajustado nas
condigbes exigidas.

* Determinagdo da CMC das quilaias

Foi realizada graficamente a partir de medidas de tensdo superficial das
solugdes aquosas das quilaias a varias concentragbes, pelos procedimentos
detalhados na se¢do de métodos de andlise.

» Anadlise estatistica

As varidveis independentes foram temperatura, pH, e conceniragdo de NaCi
adicionado. A varidvel dependente foi o valor da CMC obtido nos 18 tratamentos. Foi
feita a andlise de varidncia (ANOVA), avaliando-se a significncia dos efeitos
principais e interagfes das varidveis independentes atraves de testes F e a
comparagio mititipla das médias dos varios tratamentos com intervalos com 95% de
confianga.

1.2.2. Evolugdo da concentraciio de colesterol na fase decano com o
tempo de contato com solugdes de quilaia

* Introducdo

Estes experimentos visaram definir, no contato de soluc¢bes de colesterol em
decano com solugdes aquosas de quilaia a vdrias concentragdes, a evolugdo da
conceniracio de colesterol na fase decano com o tempo. Os pardmetros temperatura,
pH e concentragdo de NaCl adicionado foram mantidos fixos nos niveis médios das
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respectivas faixas de interesse. Procurou-se estabelecer o tempe de contalo
necessario para alcance da condigdo de equilibrio.

« Delineamento experimental

Para definigio do tempo para alcance de equilibrio foram construidas curvas
descrevendo a evolugdo, com o tempo, da concentragdo de colesterol na fase
decano em contato com solucdes aquosas de quilaia SIGMA. Foram empregadas
solugdes de quilaia em 3 concentragdes (0,025, 0,05 ¢ 0,10 g quilaia/ml solugdo) e
considerados 6 (seis) tempos de contato (zero, 1,2, 4, 8 € 12 horas), resultando 3
curvas (uma curva para cada concentragdo de quilaia em solugdo). Nestes ensaios, a
temperatura, o pH e a concentragdo de NaCl adicionado foram mantidos fixos no
valor médio das faixas de interesse (35 °C, 4,5 e 0,25 M, respectivamente) e a
agitagdo a 125 rpm. Cada ponto das curvas, correspondendo a uma condigdo
concentracdo de quilaiatempo de contato, foi resultado de 3 repetigbes (triplicata).

« Preparo das solu¢des de quilaia

Uma solugdo aquosa da quilaia na concentragdo de 0,10 g quilaia/ml solucao e
com 0,25 M de NaCl adicionado foi preparada com agua desionizada, 2 temperatura
ambiente, utilizando placa agitadora magnética. O pH da solugdo foi ajustado a 4,5
com uma solugdo 0,1M de HCL A partir desta solugdo inicial foram preparadas
solugBes nas concentragdes 0,05 ¢ 0,025 g/ml, por diluicdo sucessiva, empregando-
se solucdes 0,25 M de NaCl em agua desionizada com pH ajustado a 45.

» Contato das solugbes de colesterol em decano com as solugdes de quilaia

Em todos os experimentos foram empregados frascos do tipo Erlenmeyer com
50 ml de capacidade providos de tampa. A eles foram adicionados com pipeta
volumétrica 10 mi de solugio de colesterol em decano (com concentracdo de 3,0 mg
colesterol/ml solucio) e 10 ml de solugio de quilaia. Os frascos foram tampados e
colocados em banho com temperatura controlada a 35+ 0,5 °C ¢ agita¢do a 125 rpm.
Para cada tratamento, definido como uma condigdo concentragdo de quilaiaftempo
de contato, foram empregados 3 frascos (triplicata).

Todos os frascos foram colocados no banho no tempo zero. Decorrido cada
tempo de contato previsto, os frascos correspondentes ao tratamento foram retirados
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do banho e amostras de 2 ml da fase decano retiradas de cada frasco com pipetas
automaticas. Os demais frascos, correspondentes a tempos de contato superiores,
permaneceram no banho. Note-se que o tempo de contato zero corresponde ‘a
soluggo inicial de colesterol em decanc. Todas as amostras de fase decano foram
colocadas em frascos de vidro com tampa e, nos casos em que a andlise
cromatografica ndo foi feita de imediato, conservadas em geladeira.

+» Determinag&o do teor de colesterol

A determinacio do teor de colesterol foi feita tanto na solugdo inicial de
colesterol em decano quanto nas amositras da fase decano coletadas apds os varios
tempos de contato com as solugdes de quilaia, empregando-se procedimento
detalhado na secdo de métodos de analise.

= Andlise estatistica

Para definicdo dos tempos de equilibrioc foram caiculadas, para cada
concentragdo da solucdo de quilaia, as médias e 0s intervalos com 95% de confianga
(NETER et al., 1990) das concentracdes de equilibrio de colesterol nas fases decano
resultantes de cada tempo de contato.

1.2.3. Solubilizagcio de colesterol em solugdes aquosas de quilaia

* introducdo

Este estudo visou determinar o efeitc da temperatura, do pH e da adigdo de
NaCl na solubilizagdo de colestero! na fase aquosa, a partir da fase decano. Buscou-
se definir ¢ efeito destas varidveis na quantidade de colesterol solubilizada em
solugdes aquosas de quilaia a concentragdo fixa, definindo as condigbes que
promovem a maior solubilizagio. O tempo de contato empregado foi ¢ necessério ao
alcance de equilfbrio, obtido como descrito na se¢do 1.2.2.
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» Delineamento experimental

Foi determinado o efeito dos pardmetros de processo (pH, temperatura e
concentragdo de NaCl adicionado) na quantidade de colesterol que, a partir da fase
decano, é solubilizada em solugdes aquosas de quilaia SIGMA, definindo as
condicbes que maximizam a solubilizagdo. ’

O delineamento experimental empregado foi o fatorial completo (WALPOLE &
MYERS 1989; MONTGOMERY, 1991). Foram empregadas solugdes de quilaia na
concentracdo de 0,025 g quilaia/mi solugdo e o tempo de contato de 24 horas,
definido no estudo anterior como suficiente para alcance do equilibrio. A temperatura
foi estudada em 3 niveis (25, 35 e 45 °C), o pH em 3 niveis (3,0 ,4,5e 6,0)e a
concentragdo de NaCl adicionado em 2 niveis (zero, equivalente "a ndo adigdo de
NaCl, e a adicédo de 0,5M), resultando num total de 18 tratamentos. Cada tratamento
corresponde a uma combinagdo temperatura/pH/adicdo de NaCl e foi realizado em
triplicata.

» Preparo das solugbes de quitaia

SolucBes aquosas de quilaia, na concentragdo de 0,025 g quilaia/ml solugio e
com as quantidades requeridas de NaCl, foram preparadas com agua desionizada, a
temperatura ambiente, utilizando placa agitadora magneética. O pH das solucdes foi
ajustado nos niveis definidos pela adigdo de solugdes 0,1M de HCI ou NaOH.

» Contato das soluctes de colesterol em decano com as solugbes de quilaia

Em todos os experimentos foram empregados frascos do tipo Erlenmeyer com
50 ml de capacidade providos de tampa. A éles foram adicionados com pipeta
volumétrica 10 mi de solugdo de colesterol em decano (com concentragdo de 3,0 mg
colesterol/mi solu¢do) e 10 mi da solugio de quilaia prevista. Os frascos foram
tampados e colocados em banho com temperatura controlada no valor definido e
agitacdo a 125 rpm. Cada tratamento corresponde a uma combinacdo
temperatura/pH/adigdo de NaCl e foi realizado em triplicata.

Decorrido o tempo de contato de 24 horas {considerado suficiente para alcance
do equitibric em razdo dos resultados do estudo antericr), os frascos foram retirados
do banho e amostras de 2 ml da fase decano retiradas de cada frasco com pipetas
automaticas. Todas as amostras foram colocadas em frascos de vidro com tampa e,
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nos casos em que a analise cromatografica ndo foi feita de imediato, conservadas em
geladeira.

+ Determinagdo do teor de colesterol

A determinagdc do teor de colesterol foi feita tanto na solugdo inicial de
colesterol em decano quanto nas amostras da fase decano resultantes dos varios
tratamentos, empregando-se procedimento detalhado na secdo de métodos de
andlise.

» Anélise estatistica

As variaveis independentes foram temperatura, pH e concentracdo de NaCl
adicionado. A varidvel dependente foi a concentragac de equilibrio de colesterol nas
fases decan¢ obtidas nos 18 tratamentos. Foi feita a analise de variingia (ANOVA),
avaliando-se a significancia dos efeitos principais e interacfes das variaveis
independentes através de testes F e a comparagdo das medias dos tratamentos com
intervalos com 95% de confianca.

1.2.4. Correlagdo entre os fendmenos de formacdo de micelas e
remogdo de colesterol pelo contato com solugcdes aquosas de quiiaia

* Introdugdo

O mecanismo proposto por SUNDFELD (1992) para a redugdo observada no
teor de colesterol do 6leo de manisiga quando colocado em contato com solugdes
aquosas de quilaia, foi a solubilizagdo do colesteroi em micelas de saponinas
presentes na fase aguosa. A formac¢do de complexos insoliveis com saponinas de
quilaia estd descartada: resultados contidos na literatura (SUNDFELD, 1992)
indicaram que ndo ocorre a formagdo de precipitados.

A estratégia seguida para reunir evidéncias do envolvimento de micelas na
separagdo foi baseada na correlagio dos fendmenos de formagdo de micela e de
remog¢io de colesterol, utilizando as solugdes de colesterol em decano como modelo
para ¢ 6leo de manteiga. Esta tentativa de correla¢éo foi desenvolvida em 2 frentes
distintas, discriminadas a seguir.
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Na primeira, buscou-se verificar se a CMC da quilaia e as concentragbes de
equilibrio de colesterol na fase dscano seguiam, com & variacdo de temperatura, pH
e adicdo de NaCl, tendéncias compativeis com 0 mecanismo proposto. Nesta
comparagdo foi considerada a seguinte regra geral: a concentragdes fixas de
surfatante, situacdes que desfavorecem a formagédo de micelas (coniribuindo para um
aumento da CMC) também desfavorecem a solubilizagdo de solutos em micelas
(contribuindo, no caso presente, para um aumento da concentrag@o de equilibrio de
colesterol na fase decano).

Na segunda, considerou-se que a solubilizagdo em micelas pressupde sua
existéncia fisica em solugdo, o que s6 ocorre acima da CMC. Assim, a observagéo de
qualguer reducdo do teor de colestero! em contato com solugbes de quilaia abaixo da
CMC, constituiria uma evidéncia para rejeigdo do mecanismo proposto.

+ Delineamento experimental

Para verificar se a concentra¢do de micela critica (CMC) da quilaia e as
concentragdes de equilibrio de colesterol na fase decano (CECFD) do sistema
bifsico seguem, com a variagdo de temperatura, pH e adig&o de NaCl, tendéncias
compativeis com o mecanismo proposto, ndo foram realizados novos experimentos.
Nesta andlise comparativa foram utilizados os resultados obtidos nos experimentos
realizados anteriormente com © objetivo especifico de aferir os efeitos destas
varidveis na CMC e na CECFD do sistema bifasico.

Para verifica¢do da ocorréncia ou ndo de separagdo do colesterol abaixc e
acima da CMC, foi medida a CECFD resuitante do contato com solugGes aguosas de
quilaia SIGMA a véarias concentragGes. Foi entdo construlda uma curva descrevendo
a evolugdo da CECFD com a concentracdo da solugdo de quilaia. Foram
empregadas solu¢des de quilaia em 7 concentragdes (na faixa de 2 x 102ga2x10°
g quitaia/ml solugfio). Nestes ensaios, foram mantidos fixos a temperatura a 25 °C,0
pH a 6,0 e ndo houve adigdo de NaCl. Empregou-se agitagdo a 125 rpm e um tempo
de contato de 60 horas. Cada ponto da curva, correspondendo a uma concentragdo
de quilaia, foi realizado em triplicata. Estas condicbes de temperatura/pH/NaCl
adicionado foram escolhidas por resultarem em uma CMC bem definida e elevada
(8,1 x 104 g/ml). Como os niveis de separacio de coiesterol tem correlagao direta
com a concentragio de quilaia em solugéo, uma CMC elevada oferece methores
condicBes para detecgio de niveis potenciaimente bastante baixos de variagdo na
concentracdo de colesterol. Por outro tado, 0 elevado tempo de contato empregado
(60 horas) decorreu da intengdo de garantir o alcance de equilibrio mesmo nas
concentragbes mais baixas de quilaia em sclugéio.
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» Preparo das solugfes de quitaia

Uma solugdo de quilaia SIGMA na concentragio de 2,0 x 10-2 g quilaia/mi
solugdo foi preparada com agua desionizada, sem a adigdo de NaCt e "a temperatura
ambiente, utilizando piaca agitadora magnética. O pH da solugéio {oi ajustado a 6,0
pela adigdo de uma solucdo 0,1M de NaOH. A partir desta solugdo inicial foram
preparadas solugbes a vérias concentra¢bes até o valor minimo de 2,0 x 10-5 g/mi,
por diluigdo sucessiva empregando-se agua desionizada com pH ajustado a 6,0.

+ Contato das solugdes de colesterol em decano com as solugbes de quilaia

Foram empregades frascos do tipo Erienmeyer com 50 ml de capacidade
providos de tampa. A éles foram adicionados com pipeta volumétrica 10 ml de
solugdc de colesterol em decano (na concentracdo de 3,0 mg colesteroi/ml de
solucdo) e 10 ml da solucdo de quilaia definida. Os frascos foram tampados e
colocados em banho com temperatura controlada a 25 £ 0,5 °C e agitagdc a 125 rpm
por 60 horas. Para cada tratamenio, neste caso definido como uma condicdo de
concentragdo de quilaia em solugdo, foram empregados 3 frascos (triplicata).

Decorrido o tempo de contato previsto, os frascos correspondentes ao
tratamento foram retirados do banho e amostras de 2 ml da fase decano retiradas de
cada frasco com pipetas automaticas. Também foi retirada amostra da solugdo inicial
de colesterol em decano. Todas as amostras foram colocadas em frascos de vidro
com tampa €, nos ¢asos em que a analise cromatografica ndo foi feita de imediato,
conservadas em geladeira.

* Determinagdo do teor de colesterol

A determinacfio do teor de colesterol foi feita tanto na soluclo inicial de
colesterol em decano quanto nas amostras da fase decano resultantes dos varios
tratamentos, empregando-se ¢ procedimentc detalhado na se¢do de métodos de
analise.

- Anélise estatistica

A comparagdo das tendéncias da CMC da quilaia e da CECFD, com a varia¢do
de temperatura, pH e adigdo de NaCl, foi feita graficamente. Foram tevadas em
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consideragdo as tendéncias definidas como estatisticamente significativas nos
experimentos anteriores.

Para verificagcdo da ocorréncia ou n3o de separagdo do colesterol abaixo e
acima da CMC, foram calculadas as médias e 0s intervalos com 95% de confianca
das CECFD correspondentes a cada concentragdo de quilaia em solugao.

2. Materiais

2.1. Oleo de manteiga

Para a primeira fase da pesquisa, 02 (dois) tipos de dleo de manteiga anidro
(butteroil ) foram obtidos no mercado. Um era o produto tradicional, com teor usual de
colesterol, doado pela California Cooperative Creamery (EUA). O outro era um dleo
submetido a destilagdo por arraste a vapor e, portanto, praticamente isento de
colesterol, obtido da Omega Source Corporation (EUA). Para controlar a intrinseca
variabilidade destas matérias primas, um Unico lote de cada produto foi adquirido,
conservado sob refrigeracdio, e utilizado em todos os experimentos. Através da
mistura de diferentes proporgBes destes dois produtos foram obtidos dleos de
manteiga com teores variados de colesterol adequados a alguns experimentos.

2.2. SolugGes de colesterol em decano

Na segunda fase da pesquisa foram utilizadas solugbes de colesterol em
decano como substitutivos do 6leo de manteiga. Este substitutivo foi formulado a
partir dos componentes individuais e, portanto, tinha composigdo pré-definida na
faixa de interesse. As solugdes foram preparadas com colesterol isento de cinzas,
precipitado de alcool, com pureza de 96% por CG (ref. C-3292, lote # 111H8485,
Sigma Chemical Company, EUA) e com decano com teor minimo de 99% por CG (ref.
28001, BDH Laboratory Supplies, Inglatetra).
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2.3. Extratos de quilaia

Os produtos comercialmente disponiveis de saponinas de Quillaja saponaria
sdo extratos de cascas com variado grau de purificagdo, denominados
genericamente "guilaia”. Portanto, ao invés de serem constifuidos por uma Gnica e
pura especie quimica, sdo misturas complexas de saponinas € outros componentes
das cascas.

Na primeira fase da pesquisa foram utilizados produtos comerciais, tendo sido
adquiridos dois extratos de quilaia em p6: 1) Quillaia extract powder ref. 122.10858
da Bell Flavors & Fragrances (EUA) e 2) Powdered extract (P.E.) quillaia low dust ref.
20230252 da Penco of Lyndhurst Inc. (EUA). Estes produtos s3o denominados
simplesmente quilaias BELL e PENCO, respectivamente.

Na segunda fase da pesquisa pretendeu-se, em principio, trabalhar com as
saponinas isoladas de extratos de quilaia ou, peio menos, com produtos de quilaia
(extrato ou isolado) que fossem mais purificados, com teores elevados de saponinas
e, consequentemente, com teores baixos de outros componentes presentes nos
extratos fornecidos como aditivos para alimentos.

A primeira alternativa explorada, i.e. © isolamento da fracfio de saponinas a
partir de extratos de quitaia comerciais, através da extragéo com solventes, mostrou-
se impraticavel. Os rendimentos obtidos foram muito baixos, o que inviabilizaria seu
emprego para obter as quantidades necessarias aos experimentos previstos. A
consulta a fornecedores de reagenies e produtos quimicos, com presen¢a nos
mercados nacional e internacional, foi infrutifera.

Assim sendo, optou-se pela afternativa de produto mais purificado disponivel,
utilizando-se ¢ extrato de saponinas de quilaia ref. 8-7900 fornecido pela Sigma
Chemicai Company (EUA), denominado simpiesmente quilaia SIGMA. As
especificactes de um lote tipico deste produto, fornecidas pelo fabricante, indicam
um teor de 13,7% de sapogeninas e 14,6% de cinzas; a analise de minerais resultou
em 3,19% K 1,54% Ca, 1,08% Mg, 0,46% S, 0,22% P e 0,16% Na.

Para controlar sua potencial variabilidade, um unico lote de cada um dos
extratos de quilaia em pé foi adquirido e utilizado em todos os experimentos.
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2.4. Terra diatomacea

A terra diatomacea utilizada foi o Celite® 545, fornecida pela Manville Fittration
& Minerats (EUA), uma terra diatomacea calcinada com as medianas do tamanho de
particulas de 36,2 ym (faixa de <1 a 196 um) e de poros de 17 um. Qutras
caracteristicas informadas pelo fabricante s&o 0,1% de umidade e 0,15% de soldveis;
a analise quimica tipica indica 89,6% S8iOg, 4,0% Al203, 1,3% Fez03, 0,2% P20s,
0,2% TiOs, 0,5% Ca0, 0,6% MgO e 3,3% Nag0+Kz0.

2.5. Qutros insumos

As solugBes aquosas de quilaia foram preparadas com agua desionizada obtida
do desionizador Milli-Q Plus (Millipore ind. e Com. Ltda., S50 Pauio) e o pH ajustado
com solu¢Bes 0,1M de 4cido cloridrico ou hidroxido de sodio (ref. 9060 e 9141,
respectivamente, Merck S.A. Industrias Quimicas). Quando prevista a adi¢do de
cloreto de sbdio, empregou-se o produto cristafino, P.A., ACS (ref. 6404, Merck S.A.
Industrias Quimicas).

Para preparo de solugbes padrdo para analise cromatogréfica foram utilizados
colesterol padrdo para cromatografia com pureza 99+% por CG (ref. C-B667, iote #
54H8479, Sigma Chemical Company, EUA) e 5a-colestano com pureza 98% por CG
(ref. C-8003, lote # 23H4067, Sigma Chemical Company, EUA). Como solvente, foi
utilizado na primeira fase da pesquisa o hexano qualidade GC capilarfGC-MS (ref.
GC60393-4, Baxter Healthcare Corporation - Burdick & Jackson Division, EUA) e na
segunda fase o decano com teor minimo de 98% por CG (ref. 28001, BDH Laboratory
Supplies, Inglaterra).

Qutros produtos empregados foram eter etflico (anidro, AGCS, ref. E138-1, Fisher
Scientific, EUA), metanol (absoluto, isento de acetona, ACS, rof. A414-4, Fisher
Scientific, EUA), hidréxido de potassio (lentilhas, ACS, ref. P250-500, Fisher
Scientific, EUA), pape! indicador de pH (faixa 1 - 10, ref. 9525, E. Merck, Alemanha) e
papel de filtro Whatman #1 e #42 (circulos com 125 mm diametro, ref. 1001.126 ¢
1442.125, respectivamente, Whatman International Ltd., inglaterra).
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2.6. Equipamentos

Para a pesagem de reagentes e insumos foram utilizadas duas balangas: uma
semi analitica com capacidade para 2100 g x 0,01 g, e outra analitica com
capacidade para 210 g x 0,1 mg {modslos GT2100 ¢ AP210S, respectivamente,
Ohaus Corporation, EUA).

O preparo das solugfes aquosas de quitaia foi feito sobre uma placa agitadora
magnética modelo 753 (Fisaton Equipamentos Cientificos Lida., Sdo Pauio). Na
medicdo de pH smpregou-se um pHmetro modeloc 300 (Analyser Comércio e
IndUstria Ltda., Sdo Paulo).

Na secagem de precipitados para determinagdo do teor de saponinas em
amostras de quilaia foi empregada uma estufa de secagem e esterilizagdo modeio
315 SE (Fanem, 830 Paulo).

O contato das solucbes aguosas de quilaia com o éleo de manteiga na primeira
fase da pesquisa foi feitc em banho com temperatura e agitagio controlados modelo
G-76 Giratory water bath shaker (New Brunswick Scientific Co. Inc., EUA). Na
segunda fase, 0 contato da solugdes aquosas de quilaia com as solugdes de
colesterol em decano foi feito em banho modsio G-01290-20 Lab-line orbital shaker
bath (Cole Parmer, EUA), também provido de controle de temperatura e agitacao.

Na centrifugac8o das amostras obtidas dos processos LL e SLL nos ensaics da
primeira fase foi empregada uma centrifuga refrigerada Sorvall modeio RC-5B
Refrigerated superspeed centrifuge com rotor GSA (Du Pont Instruments, EUA) ou
uma centrifuga para tubos Eppendorf Brinkmann modelo 5415 (Brinkmann
Instruments Co. Inc., EUA).

Na an&lise cromatografica foi utitizado um cromatsgrafo Varian modelo 3400 CX
(Varian Instruments, EUA) com injetor do tipo SPI (septum equipped programable
injector ) contendo insersor empacotado com & de vidro, detetor de ionizacdo de
chama, e coluna capilar de DB-5 de 30 m x 0,25 mm e 0,1 um de espessura de filme
{ref. 122-5032, J&W Scientific, EUA). O cromatégrafo foi acoplado a uma amostrador
automético Varian modeio 8100 (Varian instruments, EUA}.

As determinagbes de tensdo superficial foram feilas em tensidmetro modelo K12
Processor tensiometer (Kruss GmbH, Alemanha) acopiado a um banho termostatico
modelo RMT (Lauda Pr. R. Wobser GmbH & Co., Alemanha). O tensidmetro era
equipado com uma piaca de Wiihelmy de piatina iridiada com perimetro molhado de
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40,0 mm, comprimento de 19,9 mm e espessura de 0,10 mm. Para equilibragédo
prévia da temperatura das amostras fol empregado um ban ho termostatico modeio
DC3 (Haake Mess-Technik GmbH u. Co., Alemanha).

As medidas de mobilidade eletroforética e didmetro de Stokes das particulas e
de condutividade e turbidez em solugbes aquosas de quilaia foram realizadas no
System Pen Kem 3000 Automated Electrokinetics Analyzer (Pen Kem Inc., EUA).

Na analise estatistica dos dados, elaboracdo de graficos e figuras, e redagao
deste trabalho foram utilizados os programas JMP-IN versdo 1.0 (SAS Institute Inc,,
EUA), Super Anova versdo 1.1 (Abacus Concepts Inc., EUA), Cricket Graph versao
1.3.2 (Cricket Software, EUA), Super Paint versdo 2.0 (Silicon Beach Software Inc.,
EUA), Microsoft Excel vers&o 2.2 (Microsoft Corporation, EUA) e Microsoft Word
versdo 4.0 (Microsoft Corporation, EUA) em um computador pessoal Macintosh SE/30
(Appie Computer Inc., EUA).

3. Métodos de analise

3.1. Determinac¢&o quantitativa do teor de colesterol

Na primeira fase do projeto foi necessaria a determinagéo do teor de colesterol
no dleo de manteiga inicial, nas fases de gordura e sélida (“tortas” de terra
diatomacea) resultantes dos processos, assim como no Sleo extraido das tortas. Para
tanto foi utilizado o procedimento de SUNDFELD (1992), cujas etapas bésicas sdo a
saponificagdo a quente das amostras em MeOH/KOH 2M, a extragdo da fragdo
insaponificavel pelc método AOAC 933.08 (1990), e quantificagdo do teor de
colesterol por cromatografia gasosa (PENTON, 1990).

Na segunda fase do projeto foi necesséria a determinagado do teor de colesterol
tanto nas solugdes iniciais de colesterol em decano quanto nas amostras da fase
decano apds contato com solugdes de quitaia. Nestes casos, as amostras foram
injetadas diretamente no cromatégrafo, dispensadas as etapas de isolamento e
purificagdo dos esterdis (isto é, a saponificacio e a extragdo do insaponificavel).

Os procedimentos experimentais sfo detalhados a seguir.
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*» Saponificacdo de amostras e separac¢do da fragdo insaponificavei

A saponificacdo foi feita nas amostras de oleoc de manteiga inicial, fases de
gordura e tortas de terra diatomacea resultantes dos processos, e de dleo extraido
das tortas.

Estas amostras sdo retiradas do armazenamento frigorificado, deixadas atingir a
temperatura ambiente, e entdc homogenizadas utilizando-se um bastdo de vidro.
Amostras de ca. 0,2 g sdo pesadas com precisdo de 4 casas diretamente dentro de
tubos de ensaio providos de tampa com rosca e adicionam-se 10,0 mi de uma
solucdo 2M de KOH em metanol. Os tubos s3o fechados e deixados em banho maria
a 100 °C por 1 hora. '

Utilizando 25 mi de H20, transfere-se o contetdo do tubo de saponificacdo para
um funil de separagdo. Lava-se o tubo de saponificagdo com 25 mi de eter, juntando
também esta solugdo ao conteudo do funil de separacdo. Agita-se vigorosamente o
funil de separa¢dc e deixa-se em repouso para separag¢io das fases. Drena-se a
camada inferior e transfere-se a camada de eter para um segundo funii de separacdc
contendo 10 mi de H20. Lava-se a boca do primeiro funil de separa¢io com umsa
guantidade minima de eter, juntando-¢ ao contedo do segundo funil. Extrai-se a
soluclo de sabdo 2 vezes com 25 mi de eter, combinando-0 ¢com ¢ contetdo do
segundo funil. Lavam-se as camadas de eter combinadas no segundo funil com 10
mi de H20, utilizando movimentos de rota¢do. Drena-se a fase aquosa e lavam-se as
camadas de eter combinadas mais 2 vezes com 10 ml de Hs0, agitando
vigorosamente. Lava-se entdo a solugdo etérea 3 vezes, alternando 10 mi de uma
solugdo 0,5 M de KOH e 10 ml de H20. Lava-se a solugdo etérea com porghes de 10
ml de H20 até que a mesma ndo seja mais alcalina, como indicado pela fenolftaisina.
Transfere-se a solucio etérea para um bequer e deixa-se evaporar até ca. 5§ mi.
Transfere-se a solugdo etérea remanescents, quantitativamente, utilizando um pouco
de éter, do bequer para um tubo de ensaio. Deixa-se evaporar & entdo adiciona-se 2
- 3 ml de acetona. Deixa-se evaporar novamente num banho com agua quente e,
entdo, ressuspende-se o residuo em exatamente 2,0 mi de hexano.

« Preparo das amostras para inje¢do no cromatografo a gas

No caso das amostras submetidas ‘a saponificacdo, aos 2,0 ml da solucfo do
material insaponificdvel em hexano adicionou-se exatamente 0,5 ml de uma sclugdo
padrdo contendo 0,66 mg/ml de Sa-colestano em hexano, seguindo-se a injecdo no
cromatégrafo.
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No caso das amostras de fase decano, numa ampola foram misturados 100 ul
da amostra com 900 i de uma solugdo padréo contendo 0,24 mg/ml de 5c-colestano

em decano, seguindo-se sua injegdo no cromatografo.

Em todos os casos, foram preparadas pelo menos 2 ampolas (duplicata) para
cada amostra.

* Curvas de calibragdo

Curvas de calibragdo do colestercl foram construidas utilizando 5a-colestano
como padrao externo.

Na primeira etapa do trabaltho, analisando amostras saponificadas, foram
empregadas solugdes padrdo de colesterol em hexano cobrindo a faixa de 0,012 a
0,36 mg/ml e de 5a-colestanc em hexano a 0,66 mg/ml. As amostras para inje¢do no
cromatdgrafo foram preparadas em ampolas pela mistura de 1000 ul e 250 pl das
solugdes padrio de colesterol e 5a-colestano, respectivamente, medidos com

micropipeta.

Na segunda etapa do trabalho, foram empregadas solugbes padrdo de
colesterol em decano cobrindo a faixa de 0,6 a 3,2 mg/ml e de 5a-colestano em
decano a 0,24 mg/ml. As amostras para injegdo foram preparadas em ampolas pela
mistura de 100 ul e 900 i das solugdes padrdo de colesterol e 5a-colestano,
respectivamente, medidos com micropipeta.

Na construgio da curva de calibragdo, para cada concentragéo de colesterol foi
calculada o quociente entre as dreas dos picos de colesterol e 5a-colestano.
Construiu-se um grafico com a concentragdo de colestero! na abcissa e o quociente
entre areas na ordenada, obtendo-se o fator de resposta como 0 coeficiente angutar
da reta ajustada aos pontos experimentais. Neste procedimento foram feitas pslo
menos 3 injegdes (triplicata) para cada concentragdo. A regressao linear foi feita pelo
método dos minimos quadrados e o ajuste dos pontos experimentais ao modelo
verificada através do coeficiente de determinagio (R2).

+ Obtenc¢do dos cromatogramas

O instrumento utilizado foi um cromatdgrafo a gas Varian 3400 CX acoplado a
um amostrador automatico Varian 8100 (Varian instruments,. EUA) com os seguintes
parametros operacionais: coluna capilar de DB-5, 30 m x 0,25 mm, 0,1 um de
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espessura de filme (referénceia # 122-5032, J&W Scientific, EUA), com temperatura
inicial de 150 °C e tempo de reten¢ao inicial zero, elevada para 325 °C a 20 °C/min e
entdo mantida por 15 minutos; injetor do tipo SPI (septum equipped programable
injector) com insersor empacotado, temperatura inicial de 150 °C e tempo de
reten¢ao inicial zero, elevada para 340 °C a 115 °C/min e entdo mantida por 10
minutos; detetor de ionizagdo de chama operando a temperatura de 340 °C,
atenuacédo 64 e faixa 11, gas de arraste hidrogénio com velocidade linear média na
coluna de 108 cm/s; volume de amostra injetada de 0,5 ul no modo sanduiche {na
seringa injetora, a amostra foi posicionada entre dois volumes de solvenie puro).

A partir do cromatograma obteve-se 0 quociente das areas dos picos de
colesterol e 5a-colestano que, quandeo divididos pelo fator de resposta, forneceu a
concentragdo de colesterol na amostra. E oportuno mencionar que, para cada série
de experimentos, foi construida uma nova curva de calibragdo e obtido um novo valor
para ¢ fator de resposta.

3.2. Determinac¢do do teor de 6leo na fase sdélida

A determinacfo do teor de 4leo presente nas amostras das tortas de terra
diatomacea foi feita por gravimetria; os lipidios foram extraidos com CHCl3 : MeOH :
HoO de acordo com 0 método de BLIGH & DYER (1959). O procedimento
experimental é detathado a seguir.

Amostras de ca. 0,5 g de torta pesadas com precisdo de 4 casas (Pam) Sdo
colocadas em um tubo de ensaio e adicionam-se 0,4 mi de H20, 10 ml de MeOM e
5,0 mi de CHCl3. Agita-se o tubo por 2 minutos, adiciona-se mais 5,0 ml de H20, e
agita-se novaments por mais 30 segundos. Filtra-se 0 liquido atraves de papei de
filtro Whatman # 1, transferindo o filtrado para um cilindro graduado. Deixa-se em
repouso até a separacdo de fases o anota-se o volume da camada de CHCl3 (Vy).
Aspira-se toda a camada de MeOH : Hz0 juntamente com um pouco da camada de
CHCI3 para garantir a remo¢do total da camada aquosa. Transfere-se
quantitativamente uma aliquota da camada de cloroférmio (Va) para um tubo de
ensaio préviamente tarado (Pie). Deixa-se evaporar o cloroférmio até peso
constante, pesando-se ¢ tubo de ensaio contendo o residuc (Pg. A porcentagem em
massa de 6ieo na amostra (% 6leo) é dada por:

% 6leo (mim) = 100 x T1e =Pt y Vi
Pam Va
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A escoiha do método de BLIGH & DYER (1959) foi feita apds sua comparagdo
com o de FOLCH et al. (1951). Para tanto, uma mesma amostra de torta foi analisada
pelos dois procedimentos, utilizando-se 4 réplicas em cada caso. Os valores de teor
de Sleo obtidos foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) que ndo detectou
diferencas significativas (P > 0,05) entre os dois métodos. Uma vez que a guantidade
de 6leo determinada pelos dois métodos foi similar (médias de 10,50 e 10,91%,
respectivamente), com coeficientes de variagio aceitdveis em ambos os casos (6,7 e
2,8%, respectivamente), o método de BLIGH & DYER (1959) foi selecionado pela sua
maior simplicidade operacional.

3.3. Determinacédo do teor de umidade

O teor de umidade das amostras de fase oleosa e torta de terra diatomacea foi
determinado pelo método AOAC 43.287 (1984). O procedimento experimental ¢
detalhado a seguir.

Os recipientes de aluminio sdo lavados e secos em estufa de ventilagdo forgada
a 100 °C por 1 (uma) hora, esfriados em dessecador, € pesados com precisdo de 4
casas (Py). Amostras de ca. 3,0 g sdo colocadas nos recipientes de aluminio
préviamente tarados e pesadas com precisdc de 4 casas (P1). Os recipientes
contendo as amostras s3o colocadas em estufa de ventilacdo forgada a 100 °C e
secas até peso constante (P2). A porcentagem em massa de umidade na amostra (%
umidade) é dada por:
Py -P2

% umidade (m/m) = 100 x
Pq-Pt

3.4. Determinagdo do teor de sapogeninas em extratos de quilaia

A base do método € a liberagdo, por hidrélise acida em meio aquoso a guente,
das sapogeninas que constituem as saponinas dos extratos de quilaia em po. As
sapogeninas liberadas, insoliveis em meio aquoso a temperaturas elevadas, sdo
entdo quantificadas gravimetricamente. O procedimento experimental, baseade em
BRAWN et al. (1981) e IRELAND & DZIEDZIC (1985), recomendado e empregado
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como método padrio peta Sigma Chemical Company (EUA) para analise de quilaia,
¢ detalhado a seguir.

Amostras de ca. 500 mg de quilaia em pd sdo pesadas com precisdo de 4 casas
(P1) e transferidas para erlenmeyers de 200 ml. Adicionam-se ‘as amostras 35 ml de
Ha2SO4 4 N e 20 mi de 4gua destilada. Tampam-se 0s erlenmeyers com lentes de
vidro e deixa-se digerir em banho com &gua fervente por 5 (cinco) horas. Terminado
o prazo de digestdo, filtram-se as amostras a quente, sob vacuo de 150 - 200 mmHg,
através de filtro Whatman # 42. Os filtros devem ser previamente secos em estufa a
100 °C por 30 (trinta) minutos, esfriados em dessecador, e pesados com precisdo de
4 casas (Ptpf). O erlenmeyer de digestdo ¢ o sedimento retido no filtro devem ser
lavados com &gua quente até neutralidade, medida com papel medidor de pH
universal. Os filtros contendo os precipitados lavados s&o secos em estufa a 100 °C
por 30 (trinta) minutos, esfriados em dessecador e pesados com precisao de 4 casas
(P2). A parcentagem em massa de precipitado (% sapogenina) € dada por:
% Sapogenina {m/m) = 100 x 2—;@

O método se mostrou satisfatdrio para os propésitos deste estudo, com
coeficiente de variagdio de 3,8 e 14,5 % para determinagfes feitas em amostras das
quilaias PENCO o BELL, respectivamente.

Se desejado, o teor de sapogeninas determinado pode ser convertido ac de
saponinas, usando-se fator de conversao baseado na relagdo de pesos moleculares
(PM) da saponina e da sapogenina. Considerando-se como sapogenina o acido
quilaico (PM 487) e a saponina QS-18 (PM 2151) como representativas dos extratos
de quilaia (DEV et al., 1989; PILLION et al., 1996), o fator de conversdo utilizado
neste trabatho & de 4,4 g saponinas/g sapogenina.

3.5. Determina¢io da tensdo superficial em solugbes aquosas de quilaia

As leituras foram feitas utilizando-se o método da placa de Withelmy (KRUSS
GMBH, 1992) em tensidmetro modelo K12 Processor tensiometer (Kriss GmbH,
Alemanha) equipado com uma placa de platina iridiada com perimetro molhado de
40,0 mm, comprimento de 19,9 mm e espessura de 0,10 mm. O tensidmetro foi
acoplado a um banho termostético modelo RMT (Lauda Dr. R. Wobser GmbH & Co.,
Alemanha).
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As amostras das solugbes foram feitas pelo menos em duplicata que,
previamente "a realiza¢do das medidas, tiveram sua temperatura equilibrada nos
niveis exigidos em banho termostatico modeio DC3 (Haake Mess-Technik GmbH wu.
Co., Alemanha). As medi¢Ges foram feitas das solu¢des mais diluidas para as mais
concentradas, de modo a minimizar o efeito de uma eventual contaminacio entre
amostras. A checagem do instrumento foi feita, previamente ao inicio de cada série
de medidas, através da medida da tensédo superficial da agua desionizada.

Foram realizados pelo menos 2 ciclos de medidas em cada amostra, cada ciclo
composto pela imersdo da placa e a tomada continua de medidas a intervaios de 15
segundos. O critério de parada empregade em cada ciclo foi 0 alcance de um desvio
padrdo menor ou igual a 0,20 mN/m nas dltimas 5 medidas, considerando-se a média
destas como a tensao superficial da amostra. Nos casos em que, atingido um desvio
padrdo menor ou igual a 0,20 mN/m, a inspeg¢io dos resultados indicou que a tensdo
superficial da amostra ainda demonstrava tendéncia de queda, novos ciclos de
medidas foram feitos até a obtengdo de valores constantes.

3.6. Determinagd@o da condutividade elétrica e turbidez em solugGes
aquosas de quilaia

Foi utifizado o System Pen Kem 3000 Automated Electrokinetics Analyzer, cujo
diagrama e principio de funcionamento sdo apresentados na se¢édo 3.8, para medida
da condutividade eletrica e turbidez das solugdes de quilaia. A condutividade elétrica
da solugdo ¢ determinada pela aplicacdo de corrente elétrica e medigio do potencial
resultante entre os eletrodos, com as corregles referentes "a polarizagdo de
eletrodos e aquecimento Joule feitas automaticamente. A turbidez das solugdes é
medida através da determina¢do da intensidade de luz espathada (scattered light ) a
90° (PEN KEM INC., 1992 a; PEN KEM INC., 1992 b).

A calibracdo deo aparetho para medida da condutividade foi feita com solugbes
0,01 M de KCI; para a turbidez utilizaram-se como padrdes as préprias solu¢bes de
quilaia, atribuindo-se o valor de 5§ e 100 UA (unidades arbitrarias) para as
concentragdes de 1,0 x 10~ e 5,0 x 10-2 g quilaia/ml solugio, respectivamente.

Todas as medidas foram feitas a temperatura de 25 °C, realizando-se pelo
menos 3 medidas em cada amostra.
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3.7. Determinaclio da concentragdc de micela critica (CMC) das quilaias
através da tensdo superficial, condutividade elétrica e turbidez das

solugdes aquosas

A determinagio da CMC a partir dos resultados da tensdo superficial,
condutividade e turbidez das solugdes, independentemente, foi feita utilizando-se
graficos contendo a concentragdo da solugdo na abcissa e a propriedade medida na
ordenada (HALL & TIDDY, 1981, HIEMENZ, 1986), como ilustrado na Figura ill.3.
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FIGURA Il1.3. Determinagio grafica da conceniracdo da micela critica (CMC)
através da tensdo superficial, condutividade e turbidez das solugdes. '
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Note-se que a escala empregada na abcissa destes graficos, referente 'a
concentracao da solugédo de quilaia, & logaritmica quando a propriedade é a tensido
superficial e linear no caso da condutividade e turbidez.

A CMC foi localizada graficamente, correspondendo "a concentragdo da solugdo
onde ocorreu a descontinuidade associada ‘a formagdo de micelas. No método
empregado, 2 retas foram ajustadas ags pontos experimentais alinhados antes e
depois da regifo de descontinuidade (retas 1 e 2, respectivamente, na Figura 1.3},
utilizando-se o método dos minimos quadrados. Considerou-se como valor da CMC a
concentracéo da solugdo correspondente “a interseccdo destas retas.

3.8. Determinagdo da mobilidade eletroforética e do diametro de Stokes
das particulas presentes em solugdes aquosas de quilaia

Foi utilizado o System Pen Kem 3000 Automated Electrokinetics Analyzer, cujo
diagrama ¢ apresentado na Figura HI.4, que utiliza as técnicas de eletroforese capilar
associada a espalhamento de luz (light scattering ) para determinagio da mobilidade
eletroforetica e coeficientes de difusdo de estruturas coloidais em solugdo; outras
medidas incluem a condutividade elétrica e turbidez (PEN KEM INC., 1992a; PEN
KEM INC., 1992b).

O sistema emprega uma camara de eletroforese composta por um tubo capilar
de silica montado horizontalmente, contendo dois eletrodos de paladio, em um banho
termostatizado. Um laser de hélio-neon de 2 mW montado verticalmente e o sistema
gtico associado fornecem uma cortina de luz que ilumina somente as particulas no
plano focal de um sistema de microscépio controlado por computador; o sistema
automaticamente focaliza o microscopio no ponto de fluxo eletrosmético zero. A
imagem das particulas iluminadas & projetada em um disco de vidro rotativo
contendo um grid radial de precis§o. O movimento da imagem da particula em
relacdo ao grid causa uma flutuagdo na intensidade da juz transmitida, que é ent3o
convertida num sinal elétrico por um detector adequado (PEN KEM INC., 1992a; PEN
KEM INC., 1992b).
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FIGURA IiI.4. Diagrama do Sistema Pen Kem 3000.

Em medida de mobilidade eletroforética, uma corrente elétrica & aplicada entre
os sletrodos, e as particulas se movem eletroforeticamente: as particulas carregadas
negativamente em dire¢do ao anodo e aquelas carregadas positivamente em
direcdio ao catodo. Se a imagem de uma determinada particula se movimenta na
mesma diregdo do grid contido no disco rotativo, atravessa um numero menor de
elementos do grid por unidade de tempo, @ O Seu sinal estara a uma frequéncia
menor que o oriundo do detetor de referéncia (que mede somente O movimento do
grid ). Analogamente, se a particula (e sua imagem) se move na dire¢do oposta, 0
sinal estara a uma frequéncia mais alta relativamente ‘a referéncia. Tipicamente,
muitas particutas sdo medidas simultaneamente, cada particula contribuindo com um
sinal com um desvio de frequéncia (sinal Doppler) associado 'a sua velocidade
eletroforética. A relagdo entre a velocidade eletroforética da particula e o desvio de
frequéncia observado depende somente de ampiificagio do sistema de microscopio
e da periodicidade do grid rotativo, que sfo medidas com precisdo. Um analizador
FFT (Fast Fourier Transform ) determina ¢ espectro de frequéncias a partir destes
sinais Doppler e calcula a média de sucessivos espectros para obter a distribuicdo de
velocidades eletroforéticas (PEN KEM INC., 19923, 1992b). A partir da distribuicdo de
velocidades eletroforéticas obtida e do campo elétrico aplicado, obtém-se a
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distribuicdo de mobilidades eletroforéticas (HIEMENZ, 1986; WARE, 1986; HUNTER,
1988; EVERETT, 1989; ADAMSON, 1990).

Na medida do coeficiente de difusdo ndo é aplicada corrente elétrica entre os
eletrodos e as particulas exibem somente 0 movimento brownniano. O espectro de
frequéncias serd simétrico em relacdo a zero, uma vez que no ha um movimento
"liquido” das particulas para esquerda ou para a direita, mas a largura do espectro é
proporcional ao coeficiente de difuso (PEN KEM INC., 1992a; PEN KEM INC.,
1992b). Obtido o coeficiente de difusdo das particulas e considerando-as como
esferas, 0 seu tamanho (didmetro) pode ser calculado pela equacdo de Stokes-
Einstein (HIEMENZ, 1986; WARE, 1986; HUNTER, 1988; EVERETT, 1989;
ADAMSOM, 1990).

A calibragdo do aparelho para medida da condutividade foi feita com solugdes
0,01 M de KCI; para a turbidez utilizaram-se como padrdes as proprias solughes de
quilaia, atribuindo-se o valor de 5 e 100 UA (unidades arbitrarias) para as
concentracGes de 1,0 x 104 e 5,0 x 10-2 g quilala/ml solugdo, respectivamente. As
demais calibragdes do equipamento foram feitas com uma solucio padrdo de latex
fornecida pela proprio fabricante do aparelho, que também foi utilizada para a
checagem do equipamento previamente ao inicio de cada série de medidas.

Todas as medidas foram feitas ‘a temperatura de 25 °C, realizando-se pelo
menos 3 medidas em cada amostra.
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IV. RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesta segdo sdo apresentados resultados experimentais relativos ‘a redugéo
do teor de colesterol da gordura lactea, através do uso de solugdes aguosas
contendo saponinas de grau alimenticio de Quillaja saponaria Molina. '

Sio considerados dois processos de separagdo alternativos propostos por
SUNDFELD (1992) e denominados: 1) Liquido-liquido (LL), envolvendo o contato do
Sleo de manteiga com uma solugdo aquosa de quilaia, & 2) Sélido-liquido-liquido
(SLL), em que ao meio liquide bifasico resultante do processo LL é adicionada a terra
diatomacea; a etapa final em ambos 0s processos é a separacdo e recuperacdo, por
centrifugagdo, do 6leo com teor reduzido de colesterol .

1. Primeira Fase: Avaliacdo dos processos de separagao liguido-
liquido (LL) e solido-liquido-liquido (SLL) para remocéo de
colesterol do éleo de manteiga

Nesta primeira fase, de carater eminentemente tecnoldgico, 05 (cinco) estudos
serviram para avaliar as opgdes de processo assim como o efeito de variaveis nos
niveis de remogéo de colesterol. Nesta fase foram utitizados extratos de quitaia em po
e dleo de manteiga (butteroil ) comercialmente disponiveis. Os resultados destes
estudos sdo apresentados e discutidos & sequir.

inicialmente ¢ oportuno mencionar que, nas situagdes estudadas, uma camada
fina de textura cremosa, andloga a uma emulsdo, foi observada na regido
intermediéria entre as fases liquidas (cleosa/aquosa) resultantes dos processos LLe
SLL. A quantidade desta camada, numa avaliacdo visual, foi muito pequena
comparativamente ‘as demais fases presentes no sistema. Esta camada foi evitada
(ou excluida) nos procedimentos de coleta de amostras da fase oleosa para
determinagio de colesterol uma vez que, sob ponto de vista do desenvolvimento do
processo tecnolégico, o 6leo & 0 produto de interesse principal. Assim, esta emulsdo
foi encarada como perda potencial de ¢leo, cuja recuperacdo deveria ser tratada
oportunamente.
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1.1. Efeito de pardmetros do processo de separagdo sélido-liquido-
liquido (SLL) nos niveis de remogdo de colestero!

Estes experimentos visaram definir, para o processo de separacdo SLL, a
significancia dos efeitos da concentracio (CSQ) e pH da solugdo aguosa de quilaia,
temperatura e quantidade de terra diatomacea (QTD), nos niveis de remogdo de
colesterol. Os efeitos dos pardmetros de processo nos teores de colesterol da fase
olevsa e da torta resultantes dos tratamentos foi avaliado por andlise de varincia
(ANOVA). Procurou-se estabelecer as tendéncias dos niveis de remogic de
colesterol com estas varidvels, definindo os parametros de maior relevancia.

» Efeito da temperatura

Os resultados da ANOVA, apresentados em detalhe nas Tabelas C.1 e C.2 do
Apéndice C, indicaram um efeito ndo-significativo da temperatura no teor de
colesterol das amostras de fase oleosa (P > 0,05) e de torta (P > 0,05) resultantes do
processo SLL. Da evolu¢cdo dos teores de colesterol na fase oleosa e na torta
resultantes do processo, apresentada nas Tabelas IV.1 e IV.2 e ilustrada nas Figuras
IV.1 e IV.2, respectivamente, se pode observar que ndo houve variagdo significativa
com a alteragdo da temperatura.

* Efeito combinado do pH da solugdo de quilaia e da temperatura

Os resuftados da ANOVA, apresentados em detathe na Tabela D.1 do Apéndice
D, indicaram efeitos néo-significativos (P > 0,05) da temperatura e da interagdo entre
pH e temperatura no teor de colesterol das amostras de fase oleosa resultantes do
processo SLL, enquanto que o efeito do pH foi altamente significativo (P = 0,0001).
Portanto, os niveis de colesterol na fase cleosa resultantes do processo ndo foram
afetados pelas mudangas de temperatura, mas diminuiram significativamente com o
decrescimo do pH. A evolugdo do teor de colesterol nesta fase & apresentada na
Tabela IV.3 e ilustrada na Figura IV.3, indicando o aumento do nivel de remogdo de
colesterol com a diminuic&o do pH.
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FIGURA 1V.1. Evolugdo do teor de colesterol na fase oleosa com a variagio de

temperatura no processo SLL.

TABELA [V.1. Efeito da temperatura no teor de colesterot da fase oleosa resultante
do processo SLL: comparagédo das médias dos tratamentos.

Temperatura Na Colesterol b Grupo ©
45°C 3 2,46 +0,07 A
55°C 4 2,46 + 0,07 A
85°C 4 2,48 £ 0,08 A

a numerc de observagtes; O meédia + desvio padrio do teor de colesterol, em mg/g de amostra; ©
tratamentas num mesmo grupe ndo sfo distinios, a nivel de significAncia de 5%, de acordo com o teste
de Tukey. Outros paramedros experimentals: teor de colesierol no dleo de manteiga: 2,71 mg/g; quilaia:
BELL; proporcio 6lec de mantsiga/soiugio de quilaia: 50 g / 50 mil; concentragdo da solucsio de guilaia:
0,10 g/mi; 1erva diatomécea: 0,10 g Celite® 545/g dleo de manteiga; pH da solugao de quilaia: 4,2.
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FIGURA IV.2, Evolugdo do teor de colesterol na torta de terra diatomacea com a
variagdo de temperatura no processo SLL.

TABELA [V.2. Efeito da femperatura no teor de colesterol da torta de terra
diatomacea resultante do processo SLL: compara¢do das médias dos tratamentos.

Temperatura Na Colesterol D Grupo ©
45°C 4 . 0,24 £ 0,06 A
55°C 4 0,23 £0,02 A
65°C 4 0,22 + 0,01 A

a pamero de observages; P média + desvio padrio do teor de colesterol, em mg/g de amostra; ©
fraiamentos num mesmo grispe nao sao distintos, a nivel de significancia de 5%, de acordo com o teste
de Tukey. Outros parametros experimentais: ieor de colesterol no dlec de manteiga: 2,71 mgig; quilaia:
BELL ; proporgao Oleo de manteiga/solucdo de quikaia: 50 g / 50 ml; concentragio da solucdo de quilaia:
0,10 g/mi; terra diatomacea: 0,10 g Celite® 545/g Gleo de manteiga; pH da solugdo de quilaia: 4,2.
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FIGURA IV.3. Evolucdo dos teores de colesterol na fase oleosa com a variagdo do
pH da solug¢do de quilaia e da temperatura no processo SLL.

TABELA V.3, Efeito combinado do pH da solugdo de quilaia e da temperatura no
teor de colesterol da fase oleosa resuitante do processc SLL: comparacdo das
médias dos tratamentos.

Tratamento Na | Colesterol D Grupo ©

pH / Temperatura
3,0/45°C 4 240+0,13 A
3,0 165°C 4 2,45 +(,12 A B
4,2 [ 45°C 4 2,63+0,04 B C D
4,2 1 65°C 3 2,568 £ 0,03 A B C
7,0/45°C 4 270+0,12 C D
7,0/ 65°C 4 2,84 + 0,07 D

anummdeobsemacées bmécﬁa:td&mopaﬁ&odoteardecmestm[ em mglg de amostra; ¢
tratamentos num mesmo grupo ndo s3o distintos, a nivel de significancia de 5%, de acordo com o teste
de Tukey. Outros parametros experimentais: teor de colesterol no dleo de mamnteiga: 2,71 mo/g; quilaia:
BELL; proporgio dleo de manteigafsolucao de quilaia: 50 g / 50 mi; concenfragao da solu¢do de quitaia:
0,10 g/imt; terra diatomacea: 0,10 ¢ Celite® 545/g dleo de manteiga.

87



IV, Regsultados e Discussao

O resultado giobal que emerge da andlise dos efsitos no teor de colesterol na
torta resultante do processo SLi, apresentado em detalhe na Tabela D.2 do
Apéndice D, € analogo: o efeito da temperatura resultou ndo-significativo (P > 0,05) e
o do pH altamente significativo (P = 0,0003); a significancia da interagao entre estas
varidveis (P = 0,0053) ndo interfere na anélise das tendéncias observadas. Os niveis
de colesterol na torta aumentaram significativamente com a diminuigéo do pH da
solugico de quilaia, mas ndo se alteraram com a variagao de temperatura, como
apresentado na Tabela IV.4 e ilustrado na Figura IV.4.

Muito embora as médias dos tratamentos indiquem majoritariamente um ligeiro
aumento do teor de colestero! na fase oleosa resultante do processo SLL com o
aumento da temperatura, as diferengas observadas resuitaram néo significativas.
Assim, o efeito da temperatura resultou nio-significativo, em desacordo com 0s
resultados preliminares de SUNDFELD (1892) que relatou um ligeiro. porém
significativo, aumento no teor de colesterol da fase olecsa resultante do processo
SLL com o aumento da temperatura.

Por outro lado, o efeito significativo do pH encontrado neste trabalho corrobora
os resultados preliminares de SUNDFELD (1992), que também observou uma
diminuicdo do teor de colesterol na fase oleosa resultante do processo SLL com a
reducdo do pH. Assim sendo, a reducdo do pH promove aumemnto na remogio de
colesterol. E importante ressaltar o fato de que, embora estatisticamente
significativas, as diferencgas nos teores de colesterol induzidas pelo ajuste do pH da
solugdo de quilaia sdo pequenas.

« Efsito combinado da concentragio da solugdo de quilaia (CSQ) e da quantidade de
terra diatoméacea (QTD)

Os resultados da ANOVA, apresentados em detalhe na Tabela E.1 do Apéndice
E, indicaram efeitos altamente significativos tanto da concentragao da solugdo de
quilaia (P = 0,0001) quanto da quantidade de terra diatomdacea empregada (P =
0,0001) no teor de colesterol das amostras de fase oleosa resultantes do processo
SLL; a significancia da interag8o entre estas varidveis (P = 0,0379) nZo interfere na
andlise das tendéncias observadas. Os niveis de colesterol na fase oleosa
diminuiram significativamente com o aumento da CSQ e da QTD, como apresentado
na Tabela IV.5 ¢ ilustrado na Figura IV.5.
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FIGURA IV.4. Evolugao dos teores de colesterol na torta de terra diatomacea com a
variagdo do pH da solugdo de quilaia e da temperatura no processo SLL.

TABELA V.4. Efeito combinado do pH da solugdo de quilaia e da temperatura no
teor de colestero! da torta de terra diatomacea resultante do processo SLL:
comparagdo das médias dos tratamentos.

Tratamento Na Colesterol b Grupo ©
pH / Temperatura
3,0/45°C 4 0,30 +£ 0,02 A
3,0/ 65°C 4 0,31 £ 0,04 A
4,27 45°C 4 0,21 £0,03 B C
4,2 | 65°C 3 0,28 £ 0,03 A B
7.0/45°C 3 0,24 £ 0,05 A, B C

7,0/ 65°C 4 0,16 £ 0,05 C
8 namero de observagdes; © média + desvio padrio do teor de colesterol, em ma/g de amostra; ©
tratamentos num mesmo grupo n&o sio distimos, a nivel de significAncia de 5%, de acordo com o teste
de Tukey. Outros parametros experimentais: teor de colesterol no 6ieo de manteiga: 2,71 mg/y; quilaia:
BELL; proporcio dleo de manteigalsolugidio de quilaia: 50 g / 50 ml; concentracio da solugdio de quilaia:
0,10 g/mi; terra diatomacea: 0,10 g Celite® 545/g 6leo de manteiga.
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FIGURA IV.5. Evolucdo dos teores de colesterol na fase oleosa com a variagdo da
concentracio da solugdo de quilaia (CSQ) e da quantidade de terra diatomacea
(QTD) no processo SLL.

TABELA IV.5. Efsito combinado da concentracdo da solugdo de quilaia (CSQ) e da
quantidade de terra diatomacea (QTD) no teor de colesterol da fase oleosa resultante
do processo SLL: comparagio das médias dos tratamentos.

Tratamento CSQ / QTD Na Colesterol P Grupo ©
0,05 gml-170,05¢gg1 dleo 3 2,39 0,13 A
0,05gml-? 70,15 gg-! bleo 3 2,24 £ 0,10 A B
005gmi1/025ggidlec | 4 214+0,19 A B C
0,15 gmi-1/0,06 gg-1 dleo 3 2,24 + 0,08 A B
0,15gml-110,15g g1 dleo 3 2,22+ 0,06 A B
0,15gm-1/025ggtldlec | 4 2,014 0,05 B C
0,25 gmi-170,058gg1 dleo 4 2,37 £ 0,06 A
0,25 gmi-1/0,15 g g1 dlec 4 2,20+ 0,14 A B
0,25gml-1/025ggt dleo 4 1,84 0,05 B C
0,35 gmi-170,05gg1dleo 4 217 £ 0,11 A B C
0,35 gmi-1/0,15gg"1 dleo 4 1,91 £ 0,09 C
0,35gmli-t/025ggtdlec | 4 1,55 £ 0,17 D

2 nomero de observacdes; P média = desvio padrio do teor de colesterol, em mg/g de amostrg; ¢
tratamentos num mesmo grupo n3o sio significatvamente distintos, a nivel de significancia de 5%, de
acordo com o teste de Tukey. Outros parametros expsrimentais: teor de colesterol no élec de manteiga:
2,71 mg/g; quilaia; BELL; proporcfio Sleo de manteiga/solucao de quitaia: 50 9/50 ml; temperatura: 65 °C;
pH da solugéo de quilaia: 4,2,
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FIGURA IV.6. Evolugio dos teores de colesterol na torta de terra diatomacea com a
variagdo da concentragdo da solugdo de quilaia (CSQ) e da quantidade de terra
diatomacea (QTD) no processo SLL.

TABELA IV.6. Efeito combinado da conceniracdo da solu¢do de quilaia (CSQ) e da
quantidade de terra diatomdacea (QTD) no teor de colesterol da torta resultante do
processo StL: comparacéo das meédias dos tratamentos.

Tratamento CSQ / QTD Na Colesterol © Grupo ©
0,05 gml-1/0,05 99! dleo 4 0,20 £ 0,01
0,05 gml-1/0,15 g ¢! dleo 4 0,27 + 0,02 B
0,05gmi-1/0,25ggTdleo | 4 0,46 % 0,03 D E
0,15gmi-1/0,05gg 1 6leo 3 0,30 + 0,01 B C
0,15gmt-170,15gg1 blec 4 0,43 £ 0,04 D E
015gmi1/025ggldlec | 4 0,61 + 0,07 F
0,25 gmi-1/0,05 gg1 dleo 4 0,37 £ 0,02 B C D
0,25gmi-1/0,15 g g1 dleo 4 0,48 + 0,09 E
025gm-1/025ggl6leo | 4 0,68 + 0,02 F
0,35gmi-1/0,05 gg-1 6leo 4 0,39 £ 0,05 C D E
0,35gmi-1 /0,15 g g1 éleo 4 0,50 = 0,04 E
0,35gmi-? /0,25 g_gl;1 dleo 4 0,71 £0,01 F

@ numero de observagdes; D média + desvio padrao do teor de colesterol, em mglg de amostra; ¢
tratamentos num mesmo grupo ndo séo significatvamente distintos, a nivel de significancia de 5%, de
acordo com o teste de Tukey. Qulros parametros experimentais: teor de colesterol no dleo de manteiga:
2,71 mglg; quitaia: BELL; proporgio 6leo de manteiga/soluciio de quitaia: 50 g/60 mi; temperatura: 65 °C;
pH da solugio de quilaia: 4,2
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IV. Resultados e Discussio

O resultado da analise dos efeitos no teor de colesterol na torta resultante do
processo SLL, apresentado em detalhe na Tabela E.2 do Apéndice E, € analogo.
Observam-se efeitos altamente significativos da CSQ (P = 0,0001) e da QTD (P =
0,0001), enquanto gue a interagdo entre estas varidveis resultou ndo significativo (P >
0,05). Os niveis de colesterol na torta aumentaram continuamente com ¢ aumento da
CSQ e da QTD, como mostram a Tabela V.6 e a Figura 1V.6.

Os efeitos significativos da CSQ e QTD encontrados neste trabalho corroboram
os resuitados preliminares de SUNDFELD (1992), que também observou uma
diminui¢do do teor de colesterol na fase oleosa resultante do processo SLL com o
aumento da CSQ e da QTD.

r

Assim sendo, o aumento da CSQ e da QTD promove a remogéo de colesterol. E
importante ressaltar o fato de que estes resultados indicam que uma varia¢do
bastante ampia dos teores de colesterol na fase oleosa resultante do processo SLL
pode ser atingida através do controle da CSQ e da QTD. Observe-se que a elevagao
dos niveis de remogdo de colesterol via aumento da QTD implica também no
aumento da perda potencial do produto final (6leo com ieor de colesterol reduzido)
devido "a sua inclusdo na torta, como veremos a seguir.

* Niveis de remocéic de colesterol do processo SLL

Os niveis de remocdo de colesterol obtidos neste trabalho sdo menores que as
expectativas geradas por SUNDFELD (1992), que relatou a remogio de até 82,8%
do colesterol presente no Sleo de manteiga pela aplicagdo de um Gnico estagio do
processc SLL, empregando elevados niveis de CSQ e QTD.

No presente trabalho, uma reducgdo de até 42,8% no teor de colesterol foi
alcancada, obtendo-s¢ uma fase oleosa com 1,55 mg/g a partir do dleo de manteiga
com um teor inicial de 2,71 mg/g.

Para compatibilizar os resultados do presente trabalho com os obtidos
anteriormente por SUNDFELD (1992), é relevante considerar que neste dltimo
trabalho foi utilizada uma quilaia de procedéncia distinta e condigdes ligeiramente
diferentes no processo SLL. SUNDFELD (1992) utilizou quilaia PENCO a CSQ de
0,40 g/iml, pH de 4,5 e 45 °C, quando foram obtidos 0s expressives 82,8% de
remo¢io de colesterol. No presente trabalho, utilizando quilaia BELL, obteve-se
42.8% a uma CSQ de 0,35 g/ml, pH de 4,2 e 65 °C. Assim, 0 melthor resultado de
SUNDFELD (1992) pode ser tentativamente atribuido ac emprego de diferentes
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V. Resultados e Discussao

candigbes de processo, particularmente ‘a utiliza¢do de uma CSQ mais elevada. E
também portunc verificar a hipétese de que as diferentes quilaias utilizadas, PENCO
e BELL, ndo sejam igualmente efetivas na remogdo de colesterol, nas mesmas
condicdes de processo.

» Presenca de 6leo na torta e seletividade da separagdo

As analises realizadas nas tortas resultantes dos varios ensaios indicaram a
presenga de teores relevantes de dlec. Os resuitados obtidos nos ensaios do efeito
da temperaiura, apresentados na Tabela C.3 do Apéndice C, indicaram um teor
médio de 6lec de 5,3% (faixa de variagio de 4,9 a 5,8% m/m). Nos ensaios do efeito
combinado do pH e da temperatura, cujos resultados sdo apresentados na Tabela
D.3 do Apéndice D, cbteve-se um teor médio de dleo de 6,4% (faixa de variacao de
5,7 a 7,3% m/m). As andlises realizadas nas tortas resultantes dos ensaios do efeito
combinado da CSQ e da QTD, cujos resuitados sfo apresentados na Tabela E.3 do
Apéndice E, indicaram um teor medio de 6leo de 8,2% (faixa de variagdo de 3,8 a
13,5% m/m); mais ainda, observa-se claramente uma tendéncia de aumento no teor
de éieo na torta com o aumento da quantidade de terra diatomacea adicionada.

Por outro lado, os resultados analiticos também indicaram teores relativamente
baixos de colesterol nas tortas resultantes do processo SLL, com médias globais ao
redor de 0,23 mg/g nos ensaios do efeito da temperatura, 0,25 mg/g nos ensaios do
efeito combinado do pH e da temperatura, e 0,45 mg/g nos ensaios do efeito
combinado da CSQ e da QTD.

Considerados os relevantes teores de 6leo em conjunio com 0s teores
reiativamente baixos de colesterol pas torias, aventou-se a possibilidade de que ¢
colesterol presente nas tortas nio fosse resultado de uma associacio seletiva, mas
simplesmente uma consequéncia da presenga de dleo (contendo colesterol)
mecanicamente ocluido nela.

Dividindo-se os teores de colesterol e de dlec determinados nas tortas cobtidas
nos mesmos tratamentos, calcula-se um teor hipotético de colesterol no dleo
associado "2 torta, que representa a hipdtese de que todo o colesterot presente na
torta estd contido no 6leo mecanicamente ocluido (vide balan¢o de massa, cujos
procedimentos estfo detathados no Apéndice A). Na ocorréncia de uma associagio
ndo seletiva, a expectativa & a de que este teor hipotético de colestero! calcutado
fosse igual ao observado na fase oleosa resultante do processo SLL correspondente.
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V. Resultados e Discussgo

Nos ensaios do efeito da temperatura, este calcuio indicou uma média do teor
hipotético de colesterol no 6leo associado “a torta de 4,4 mg/g, quase o dobro do
encontrado na fase olsosa resuliante dos tratamentos. Nos ensaios do efeito
combinado do pH e da temperatura, os calculos indicaram uma média gliobat do teor
hipotético de colesterol no dleo associado "a torta de 4,0 mg/g, muito acima do
encontrado na fase oleosa resultante dos tratamentos. Finalmente, nos ensaios do
efeito combinado da CSQ e da QTD, a média global do teor hipotético de colesterol
no oieo associado "a torta foi de 5,9 mg/g, também muito acima do encontrado na
fase oleosa resultante dos tratamentos (media global de 2,1 mg/g).

Estes resultados pemitem rejeitar a hipétese de que todo o colesterol presente
nas tortas seja resultado da presenga de dleo (contendo colesterol) mecanicamente
ocluido nelas. Assim, do colesterol presente na toria, apenas uma parcela pode ser
atribuida ao éleo {(contendo colesterol) mecanicamente ocluido.

* Colesterol na fase aquosa e seletivamente associado "a torta

Balangos de massa, cujos procedimentos estdo detalhados no Apéndice A,
foram utilizados para estimar a concentracdo de colesterol seletivamente associado
'a torta, ou seja, descontado aquele presente no 6leo mecanicamente ocluido.
Tambem, foi estimada a concentracdo de colesterol presente na fase aquosa.

Os resultados obtidos nos ensaios do efeito da temperatura, apresentados na
Tabela C.4 do Apéndice C, indicaram valores médios de 0,25 mg/m! fase aquosa €
0,27 mg/g Celite®. Os resultados dos ensaios do efeito combinado do pH e da
temperatura, apresentacdos na Tabela D.4 do Apéndice D, indicaram valores medios
de 0,20 mg/ml fase aquosa e 0,28 mg/g Celite® e uma tendéncia coerente com o
efeito do pH na remoc&o de colesterol: aumento do teor de colesterol seletivamente
associado "a torta e presente na fase aguosa, com a diminuicdo do pH. Os resuiltados
dos ensaios do efeitc combinado da CSQ e da QTD, apresentados nas Tabelas E4 ¢
E.5 do Apéndice E, indicaram valores meédios globais de 0,61 mg/mi fase aquosa e
0,71 mg/g Celite® e uma tendéncia coerente com o efeito da CSQ e da QTD na
remocio de colesterol: aumento do teor de colesterol seletivaments associado "a
torta e presente na fase aquosa, com o aumento da CSQ e QTD.
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« Comentarios finais

Os niveis de separacdo atingidos no presente trabalho foram menores que 0s
obtidos por SUNDFELD (1992). De maneira geral, menores niveis de separagdo séo
mais dificeis de serem detectados e, assim, uma eventual significAncia do efeito da
temperatura no processo pode néo ter sido detectada no presente trabalho.

Em todos 0s casos estudados, observa-se uma distribui¢cdo de colesterol entre
todas as trés fases (aguosa, oleosa e sdlida) em contato decorrentes do processo
SLL, resultando uma fase oleosa com teor de colesterol menor que o observado no
dleo de manteiga inicial. Mais ainda, a diminuigdo dos teores de colesterol nas fases
oleosas decorrentes de efeitos significativos de pardmetros de processo (pH, CSQ e
QTD) foi acompanhada pela elevagdo tanto dos teores de colesterol seletivamente
associados ‘a torta quanto daqueles presentes nas fases aquosas correspondentes.

1.2. Evolugdo do teor de colesterol na fase oleosa com o tempo nas
etapas dos processos de separagéio LL e SLL

Estes expetimentos visaram definir, para as etapas de contato liquido-liquido
(LL) e solido-liquido-liquido (SLL) independentemente, a evolugdo do teor de
colesterol na fase oleosa com o tempo, variando-se a concentragdo de quilaia na
soluglio aquosa. Os parametros temperatura, pH e quantidade de terra diatomacea
foram mantidos fixos a 55 °C, 4,35 e 0,15 g/g dleo, respectivamente, que sdo os
valores médios das faixas de interesse definidas no estudo anterfor. Procurou-se
estabelecer o tempo necessério para alcance de uma condigdo “pratica” de
equilibrio, isto é, 0 tempo de contato apds 0 qual espera-se que as mudangas na
concentracio de colesterol na fase oleosa, se ocorrerem, o fario a uma taxa muito
baixa, proibitiva para aplicacBes praticas. Além de constituir uma informagéo de
evidente interesse e implicagtes tecnoldgicas, o tempo de equillbric ¢ também uma
informagdo necesséria para execugdo dos estudos previstos de distribuigdo de
colesterol entre as fases resultantes dos processos de separagédo LL e SLL.
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* Tempo de equilibrio na etapa de contato liquido-liquido {LL)

Os resultados da variacdo do teor de colesterol na fase oleosa com o tempo de
contato na etapa LL, a varias concentragdes da solucdo de quilaia (CSQ),
apresentados em detalhe na Tabela F.1 do Apéndice F, sdo ilustrados na Figura IV.7.
A concentracdo no tempo de contato LL "zero" corresponde ‘a amostra de dleo de
manieiga utilizada no ensaio.

Na CSQ de 0,05 g/ml, observa-se uma aparente diminuicdo do teor de
colesterol na fase oleosa ao longo da faixa de tempos de contato LL estudada.
Entretanio, ndo se observa nenhuma diferenca estatisticamente significativa dos
tempos de contato entre si e em rela¢do ao Sleo de manteiga inicial (tempo "zero™).

Nas CSQ’s de 0,20 e de 0,35 g/mi, a tendéncia é de uma gradual diminuicdo do
teor de colesterol na fase oleosa até um tempo de contato LL de 20 minutos,
seguindo-se uma flutuagdo de valores, Assim sendo, tempos de contato na etapa LL
maiores ou iguais a 20 minutos resultaram em teores de colesterol na fase oleosa
estatisticamente equivalentes.

* Tempo de equitibrio na stapa de contato sélido-liquido-liquido (SLL)

O tempo de contato SLL € ¢ tempo de contato do Celite® 545 com a suspensio
(6leo de manteiga/solugdo de quilaia) resultante da etapa de contato LL. Os
resultados da varia¢éo do teor de colesterol na fase oleosa com o tempo de contato
na etapa Sl1, a vdrias concentragBes da solugdo de quilaia, apresentados em
detathe na Tabela F.2 do Apéndice F, sfo ilustrados na Figura iV.8. A concentracdo
no tempo de contato SLL "zero” corresponde ‘a amostra de fase oleosa retirada logo
apds a adicdo e mistura do Celite® 545 na suspensdo dlec de manteiga/solucdo de
quilaia resultante da etapa de contato LL.

Os resuitados indicam uma flutuacdo no teor de colesterol da fase oleosa ao
fongo da faixa de tempos de contato SLL estudada, inclusive o tempo de contato
“zero”, independentemente da concentracio da solucéio de gquilaia. Ressalte-se que 0
tempo de contato SLL definido como "zero” representa, na realidade experimental,
um periodo de tempo finito decorrido entre a adi¢&o do adsorvente, sua mistura na
suspensdo e a coleta de amostras da fase oleosa. Assim sendo, é mais apropriado
indicar gue nd&o se observou nenhuma diferenca estatisticamente significativa entre
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tempos de contato SLL maiores ou iguais a 10 minutos ou, em outras palavras, que
tempos de contato na etapa SLL maiores ou iguais a 10 minutos resultaram em nivel
de reducéo de colesterol equivalente.

» Comentarios finais

E importante lembrar que os tempos de equilibric obtidos (20 min para a etapa
de contato LL e 10 min para a SLL) se aplicam, estritamente, ‘as condicdes
empregadas. Para o estudo da distribui¢do de colesterol entre as fases resultantes
dos processos de separagio LL e SLL, abordado na préxima secéo, optou-se por dar
uma margem de seguran¢a substancial, utilizando-se tempos de contato de 60
minutos nas etapas LL e SLL. Isto foi feito, mesmo tendo sido empregadas condigdes
de processo andiogas nos experimentos de tempo de equilibrio e de curvas de
distribuigdo, simplesmente como seguranga visando garantir o alcance do equilibrio.

E relevante observar ainda que existe uma reducdo estatisticamente
significativa no teor de colesterol da fase oleosa, comparativamente ao éleo de
manteiga inicial, na etapa de contato LL a CSQ’s de 0,20 e 0,35 g/ml. Assim, 0
simples contato do dleo de manteiga com a solugdo de quilaia nas concentragdes
mais elevadas promove a remogéo de colestercl. Por outro lado, na CsQ de 0,05
g/ml, mesmo a adicdo de terra diatomacea ndo resulta em reducgdo de colesterol. As
observagBes de que os niveis de remogéo de colesterol dependem da CSQ
empregada, assim como da possibilidade da extragde de colestero! pelo simples
contato com solugbes de quilaia (sem a adigdo de terra diatomacea), sdo
concordantes com os estudos preliminares de SUNDFELD et al. (1993a, 1993Db).

A andlise comparativa dos resultados destes ensaios com os obtidos nos
ensaios anteriores indica consisténcia: quando condigBes de processo similares
foram empregadas, os teores de colesterol das fases oleosas obtidas séo
estatisticamente 0s mesmos.
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1.3. Distribuicdo de colesterol entre as fases resuiltantes dos processos
de separagdo LL e SLL

Estes experimentos visaram estabelecer as curvas de distribui¢do de colesterol
entre as fases (oleosa, aquosa e torta de terra diatomacea) em contato, tanto para ©
processo LL como para o SLL, variando-se a concentragdo de quilaia na solugdo
aquosa. Os parametros temperatura, pH e quantidade de terra diatomacea foram
mantidos fixos no valor médio das faixas de interesse (55 °C, 4,15 e 0,15 g/g dleo,
respectivamente), definidas no estudo anterior, e utilizado o tempo de contato {com
margem de seguranc¢a) de 60 minutos para o atingimento da condigdo "pratica” de
equilibrio nas etapas de contato LL e SLL.

A partir das curvas de distribuicio foram efetuadas simulagdes dos processos
LL e SLL em multiplo estagio, estabelecendo-se a evolugdo dos niveis de colesterol
na fase oleosa com o nimero de estdgios de contato, e avaliadas comparativamente
estas opgdes de processo.

* Processo de separagdo liquido-liquido (LL)

Nestes ensaios foram obtidos dados da particdo de colesterol entre as fases
oleosa e aquosa resultantes do processo LL, a trés concentragbes da solugdo de
quilaia, a partir de dleos de manteiga com cinco teores iniciais de colesterol.

Os resultados do teor de equilibric de colestero! na fase cleosa estdo contidos
na Tabela G.1 do Apéndice G e, de maneira geral, indicaram niveis baixos, quando
presentes, de remogdo de colesterol. Niveis mensuraveis foram sendo obtides "a
medida em que se elevaram as concentra¢des da soiucdo de quitaia (CSQ) e se
utitizaram dleos de manteiga que continham inicialmente teores mais elevados de
colesterol, como itustrado na Figura 1V.9. Assim, uma reducde de aieé 19,4 % no teor
de colesterol foi alcangada na CSQ de 0,35 g/ml, obtendo-se uma fase oleosa com
2,45 mg/g a partir de um dleo de mantsiga com teor inicial de 3,04 mg/g.

As concentragdes de colesterol na fase aquosa foram estimadas via balanco de
massa, considerando a imiscibilidade das fases oleosa e aquosa, como descrito no
Apéndice B. Os resultados s3o apresentados na Tabela G.2 do Apéndice G e indicam
que, nas condigbes empregadas, a distribuicdo de colesterol no processo LL e pouco
favoravel "a fase aquosa, como pode ser visualizado na Figura IV.10. Verifica-se que
a relagdo entre as concentragbes de equilibrio de colesterol nas fases aquosa e
oleosa ndo & linear. Particularmente, a pequena particdo de colesterol na fase
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aquosa para teores na fase oleosa abaixo de 0,70 mg/g, sugere dificuldades para
reducdo do teor de colesterol nesta faixa de concentragcdo, nas condi¢bes
experimentais empregadas, utilizando o processo LL. Por outro fado, foram obtidas
concentragBes de colesterol na fase aguosa de até 0,60 mg/mi o que, considerada a
virtual insolubilidade do colesterol em &gua, € uma valor bastante elevado.

Corroborando constatacdes anteriores deste trabalho e de SUNDFELD (1992),
verifica-se também para o processo LL a tendéncia de que o aumento da
concentracio da solugdo de quilaia promove a remogdo de colesterol, ou seja, uma
diminuic3o dos teores de colesterol na fase oleosa e o concomitante aumento
daqueles presentes na fase aquosa resultantes do processo.

« Processo de separacdo sdlido-liquido-liquido (SLL}

Os resultados do teor de equilibrio de colesterol na fase oleosa estdo contidos
ha Tabela G.3 do Apéndice G e, de maneira geral, indicaram niveis relativamente
baixos, quando presentes, de remogdo de colesterol. Niveis crescentes foram sendo
obtidos “a medida em gue se elevaram as concentragdes da solugdo de quilaia
(CSQ) e se utilizaram Gleos de manteiga que continham iniciaimente teores mais
elevados de colesterol, como itustrado na Figura IV.11. Assim, uma redugéio de até
30,5 % no teor de colesterol foi alcangada na CSQ de 0,35 g/ml, obtendo-se uma fase
oleosa com 2,11 mg/g a partir de um Slco de manteiga com teor inicial de 3,04 mg/g.

Os resultados do teor de equilibrio de colesterol na torta, contidos na Tabela G.3
do Apéndice G e ilustrados na Figura V.12, seguem uma tendéncia analoga,
aumentande com o aumento da concentragdo da solugdo de quilaia e com a
utilizagdio de 6leos de manteiga que continham inicialmente teores mais altos de
colesterol. '

Os resultados das andlises realizadas nas tortas anidras, apresentadas na
Tabela G.4 do Apéndice G, indicaram o elevado teor médio giobal de 6ieo de 16,2 %
(faixa de variagdo de 11,2 a 20,0 % p/p), recomendando ¢ cdlculo dos teores
hipotéticos de colesterol no oleo associado ‘as tortas e sua comparacao com 0s das
fases oleosas correspondentes. Esta abordagem foi seguida anteriormente e,
relembrando, este teor hipotético de colesterol no éleo associado "a torta representa
a hipdtese de que ndo ha associagdo seletiva na torta e que, portantc, todo o
colestero! presente na toria decorre do 6leo (contendo colesterol) mecanicamente
ocluido nela. Os resultados indicaram uma média global do teor de colesterol no dleo
associado ‘a torta de 3,42 mg/g, mais do dobro do encontrado na fase oleosa
correspondente cuja média global foi de 1,56 mg/g, corroborando as evidéncias
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anteriores de uma associagdo seletiva de colesterol na torta. Em termos de faixa de
variagdo, os resultados sdo ainda mais ilustrativos: os teores de colesterol na fase
oleosa e aqueles hipotéticos no dleo associado “a torta foram, respectivamente, de
0,74 e 0,89 mg/g no tratamento menos efetivo quanto "a remog¢do de colesterol, e de
2,11 e 6,59 mg/g no mais efetivo. Assim, nas condigcdes em que ndo se observa
remocédo significativa de colesterol, os teores hipotéticos de colesterol no dleo
associado 'a torta tendem a ser proximos dos observados nas fases oleosas
correspondentes; nestes ¢asos, o teores de colesterol observados nas tortas séo
devidos ao éleo mecanicamente ocluido. Por ouiro lado, movendo-se na diregio de
condigBes que favorecem a remogdo de colesterol, os teores hipotéticos de colesterol
no dleo associado "a torta tendem a ser cada vez maiores que os determinados nas
fases cleosas correspondentes.

As concentragles de colesterol na fase aquosa foram estimadas via balango de
massa, de maneira analoga "a utilizada anteriormente e descrita no Apéndice A. Os
resultados s&o apresentados na Tabela G.5 do Apéndice G e indicam que a
distribuicdo de colesterol no processo SLL € analoga "a obtida no processo LL. O
nivel de partic&o de colesterol em dire¢do "a fase aquosa aumenta com o aumento da
concentracdo de quilaia em solugdo e com 0 aumento do teor de colesterol na fase
oleosa, como pode ser visualizado na Figura 1V.14. Novamente, a pequena partigido
de colesterol na fase aquosa para teores na fase oleosa abaixo de 0,70 mg/g, sugere
dificuldades para redug¢do do teor de colesterol nesta faixa de concentragdo, nas
condi¢gbes experimentais empregadas, utilizando o processo SLL.

Este fato, que fica claro gquando se confrontam os teorss de colesterol no dleo de
manteiga inicial @ nas fases oleosas correspondentes obtidas do processo SLL (vide
Figura 1V.11), também fica evidente no exame da curva relativa "a torta, como
apresentado na Figura IV.12. Note-se que, como indicado anteriormente, mesmo nos
casos em que nao se observa remog¢do significativa de colesterol do dleo de
manteiga, a toria apresenta um certo teor de colesterol, devido ‘a oclusdo mecénica
do 6leo. As estimativas do teor de colesterol seletivamente associado "a toria
apresentadas na Tabela G.5 do Apéndice G, que desconta a contribuigéio do dleo ao
total de colestero! presenie nas tortas, também indicam uma pequena particio de
colesterol na torta para teores na fase oleosa abaixo de 0,70 mg/g, como ilustrado na
Figura 1V.13. Entretanto, descontada esta contribui¢do do 6leo incluido na torta, a
curva se mostra ainda menos ingreme. Assim $endo, nesta regido de baixas
concentracfes de equilibric de colesterol na fase oleosa, ocorre uma particéo
seletiva pequena de colesterol em diregfo 'a torta, sugerindo dificuldades para
remogdo adicional de colesterol. -
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+ Simulagdo dos processos de separacdo

O sistema resultante do processo SLL & bastante complexo, contendo 3 fases
(oleosa, aquosa, e torta) e pelc menos 2 solutos (saponinas de quilaia e colesterol)
distribuindo-se entre as fases em contato. Dada a natureza multi-fase e multi-
componente do sistema, um processo de muitiplos estagios que pode ser simulado
de manegira simples e com confiabilidade nos resultados, a partir das curvas de
distribuicdo no equilibrio, é o de fluxo cruzado. Nesta configuragdo, apresentada
esquematicamente na Figura V.15, os estagios s&0 arranjados em série, e cada
estagio corresponde a uma batelada do processo Sl.L em que dleo € contactado com
a solugdo de quilaia e terra diatomacea "puras" (isto €, que n&c tenham sido
contactadas anteriormente com ¢ dieo de manteiga), separando-se ao final a fase
oleosa (com teor reduzido de colesterol) a ser alimentada ao préximo estagio. Cada
estdgio de separacdo € descrito pela curva de distribuicdo de equilibrio obtida
experimentalmente, nas condi¢c8es de processo vigentes.

O sistema resultante do processo LL, mais simples por conter apenas 2 fases
(oleosa e aquosa) entre as quais se distribuem os 2 solutos considerados (saponinas
de quilaia e colesterol), também pode ser simulado com confiabilidade da maneira
indicada anteriormente.

E importante observar gue a configuragdo em fluxo cruzado maximiza os niveis
de remogio de colesterol para um determinado nimero de estagios de separacio,
‘as expensas da utilizagdo de maiores quantidades de quilaia e adsorvente.

Considerando a inten¢do de simular os processos em multiplo estégio e fluxo
cruzado, a Figura 1V.16 € uma forma conveniente de representagfo dos niveis de
separa¢do obtidos nos processos LL e SLL, respectivamente, pois relaciona os
teores de colestercl nos dleos que entram € saem de estagios de equilibrio aplicados
nestes processos. Nesta Figura, foram ajustados polindmios aos resultados
experimentais, obtendo-se as seguintes equacdes:

* Processo LL. Y = -0,0050313 + 1,0366 X - 0,074272 X2 (R2=0,999)
*» Processo SLL: Y = 0,0610008 + 1,0362X - 0,11569 X2 (R2=0,999)

onde:

X = teor de colesterol no dleo que entra no estagio de separa¢do, em mg/g, e
Y = teor de colesterol no 6leo gue sai do estagio de separagdo, em mg/g.
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FIGURA 1V.15. Diagrama ilustrativo do processo de separagdc SLL em muttiplos
estagios, na configuragdo de fluxo cruzado.
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FIGURA IV.16. Teores de colesterol nos éleos que entram e saem de estagios de
equilibrio aplicados nos processcs de separagdo LL e SLL.
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Desta forma, na simulagdo dos processos SLL e LL em muitiplo estagio, na
configuracéio de fluxo cruzado considerada, cada estagio do processo € descrito pela
equacdo ajustada pertinente, ficando implicito que em cada estagio foram
empregadas as condigdes de processo vigentes na construgdo da curva de
equilibrio. Assim sendo, o teor de colestero! na fase oleosa resultante de "n" estagios
de separagdo foi calcutada, estégio por estégio, numa planilha eletronica, partindo-se
de um dleo de manieiga com teor inicial de colesterol de 2,4 mg/g. Os calculos e
resultados s&o apresentados nas Tabelas G.6 e G.7 do Apéndice G, respectivamente
para os processos LL e SLL.

Os resultados desta simulagdo sdo mostrados na Figura IV.17 e permitem peio
menos duas conclusdes. Primeiro, o fato de que o processo SLL € claramente mais
efetivo que o LL na remogio de colesterol: apés 3 estagios de equitibrio, os niveis de
remocdo de colesterol previstos foram de 45 e 32%, respectivamente. Segundo, qgue
pela forma da curva de distribuigdo, ambos 0s processos removem teores apreciaveis
de colesterol quando este estd presente em elevadas concentragdes no dleo a ser
extraido; 'a medida em que se caminha para a regido de baixas concentragdes, 0s
niveis de remocdo obtidos em cada estagic se reduzem substancial e
progressivamente.

3.0
= —~—f— Processo LL
B ~—0— Processo SLL
£ 25
1]
o
g 201
(=]
-1
g 15
€ 4o - Quilaia: BELL
5 GSQ: 0,35 g/ml
e ; QTD: 0,15 g/g Gleo
2 05 Sol.quilaial/dleo: 1mitg
] pH sot.quilaia: 4,15
© 00 Temperatura: 55 °C
"o 2 4 8 8 10

Estagio de separacdo

FIGURA IV.17. Simuiagdo do teor de colesterol na fase oleosa em fungdo do
namero de estagios de equilibrio aplicados nos processos de separacfio LL e SLL
em fluxo cruzado.
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Embora o processo LL seja menos efetivo que ¢ SLL no que se refere ao
nimero de estagios necessdrios para atingir um mesmo nivel de remogédo de
colesterol, hd que se considerar que muitos outros aspectos sdo relevantes numa
analise comparativa. Neste sentido, o processo LL pode apresentar vantagens e uma
bastante evidente é a inexisténcia da etapa de contato SLL, ¢ que simplificaria
enormemente o projeto e controle do processo. Assim, ndo se utiliza terra diatomacea
e dispensam-se equipamentos e instalacfes necessarios ao manuseio deste sdlido,
‘a etapa de contato SLL, "a separa¢do e manuseio da torta, "a eventual separagdo e
recuperagdo da quilaia e adsorvente a partir da torta para reutilizagsio no processo e
colesterol para comercializagdc {ou, alternativamente, a disposi¢do da torta), entre
outros aspectos. Também, o rendimento de produto final (Oleo com teor reduzido de
colesterol) do processo LL tende a ser maior, uma vez que no processo SLL ocorre
perda de éleo mecanicamente ocluide na torta.

» Comentarios finais

Os resultados obtidos demonstram que ambos 0s processos SLL e LL propiciam
a remo¢3o de colestero! do oleo de manteiga, como indicado por SUNDFELD (1992).

As curvas de distribuigdo de colesterol entre as fases (olecsa-aquosa e oleosa-
solida) resuitantes de ambos os processos apresentam similaridades: nd3o sdo
lineares e sugerem dificuldades para redu¢do do teor de colesterol na fase oleosa
abaixo de 0,70 mg/g. Corroborando constatagdes anteriores, o colestero! se distribui
entre todas as fases em contato: oleosa, aquosa e sélida. Aumentando a CSQ,
remove-se mais colesterol: diminui o teor de equilibrio de colesterol na fase oleosa
resultante dos dois processos € aumentam 0s teores tante na fase aquosa quanto na
terra diatomacea. Ocorre acumulagdo seletiva do colesterol na torta, ou seja, 0s
teores de colesterol determinados na torta s40 muito maiores que os decorrentes da
presenga de dieo (contendo colesterol) mecanicamente ocluido nela.
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1.4. Efeito da procedéncia das quilaias nos niveis de remocgao de
colesterol dos processos de separagao LL e SLL

H4 uma grande variedade, e potencial variabilidade, da quilaia fornecida pelos
varios fornecedores. Portanto, empregando as quilaias em pé BELL e PENCO
obtidas comercialmente, estes experimentos visaram verificar se a procedéncia da
quitaia afeta significativamente os niveis de remocio de colesterol obtidos pelos
processos LL e SLL.

A hipdtese de que diferentes quilaias comerciais poderiam apresentar diferentes
eficincias na remogio de colesterol foi sugerida a partir da disparidade dos niveis
de remocdo de colesterot obtidos no presente trabaiho, em que se utiliza a quilaia
BELL, comparativamente aos reportados por SUNDFELD et a/. (1993a, 1993b) que
utilizaream a quilaia PENCO em processos anaiogos.

Os resultados dos ensaios especificos, em que foram empregados 0s processos
de separacdo LL e SLL para comparagdo da eficiéncia das duas quilaias, sédo
apresentados em detalhe na Tabela H.1 do Apéndice H. Tais resultados,
sumarizados na Tabela IV.7 ¢ ilustrados na Figura V.18, evidenciam que elas
diferem significativamente na capacidade de promover a separagdo de colesterol.
Observe-se que quandoc se utiliza 0 mesmo processo, seja o LL ou 0 SLL, a quilaia
PENCO produz niveis substancialmente maiores de remogdo de coiesterol
(equivaiente a teores menores de colesterol nas fases oleosas resultantes dos
processos) que a quilaia BELL.

Outra forma de visualizar esta disparidade de eficiéncias foi obtida a partir dos
resultados da distribuigdo de equilibrio de colesterol resultante do processo SLL
utilizando a quilaia PENCO, contidos na Tabela H.2 do Apéndice H. A Figura IV.19
apresenta os teores de colesterol nos 6leos que entram e saem de estagios de
equilfbrio aplicados no processe SLL com as quilaias BELL e PENCO, em condigbes
experimentais andlogas. Observa-se claramente que, para um determinado dleo
inicial, a utiizag&o da quilaia PENCO resulta em fase oleosa com teor de colesterol
consistentemente menor que o obtido com a quitaia BELL.
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FIGURA IV.18. Efeito da procedéncia da quilaia no teor de colesterol das fases

oleosas resultantes dos processos LL e SLL.

TABELA 1V.17. Efeito da procedéncia da quilaia no teor de colesterol das fases
oleosas resultantes dos processos LL e SLL: comparagdo das medias dos

tratamentos.

Tratamento Na Colesterot b Grupo ©
Branco (BR) 4 265+003 A
Processo LL, quilaia BELL (LL/B) 4 2,42 £ 0,03 B
Procasso LL, quilaia PENCO (LL/P) 4 2,17 £0,02 C
Processo SLL, quilaia BELL (SLL/B) 4 1,54 + 0,06 D
IProcesso SLL, quilaia PENCO (SLUP)| 4 1,10 + 0,09 E

& pomero de observacdes; D média + desvio padr3o do teor de colesterol, em mg/g de amostra; ©
fratamentcs num Mesmo grupo ndo sao sigpificativamente distinmos, a nivel de significancia de 5%, de
acordo com o teste de Tukey. Oulros paramelros experimentais: propor¢io Gleo de manteiga/solucio de
quilaia: 50 g / 50 mi; concentragio das soluges de quilaia: 0,40 g/mi; terra diatoméacea: 0,25 g Celite®
545/g éleo de manteiga, pH das solugdes de quilaia: 4,65; temperatura: 55 °C.
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Para simulagio do processo de separacdo SLL em multipios estagios de fluxo
cruzado, procedeu-se de maneira andloga 2o relatado anteriormente. Assim, aos
resultados da Figura V.19 foram ajustados polinémios, obtendo-se as seguintes
equaches:

« quilaia BELL: Y = -0,010008 + 1,0362 X - 0,11569 X2 (R2 = 0,999)
- quilaia PENCO: Y = 0,039687 + 0,72205 X - 0,11561 X2 (R2 = 0,982)

onde:

X = teor de colestero! no 6lec que entra no estigio de separagdo, em mg/g.
Y = teor de colesterol no dleo que sai do estagio de separacgéo, em mg/g.

Os célculos e resultados detalhados da simulagdo para a guitaia PENCO sdo
apresentados na Tabela H.3 do Apéndice H. A Figura 1V.20 contém os resultados
desta simulagdo para as duas quilaias, que ilustram o efeito significativo da
procedéncia da quilaia: apés 3 estagios, 0s niveis de remogio de colesterol previstos
foram de 45 e 80% para as quilaias BELL e PENCO, respectivamente.

N&o esté claro por que produtos similares, usados nas mesmas aplicacdes e
competidores nc mercado, comportam-se tdo diferentemente. A razdo deve estar em
diferencas de composicdo quimica, provocadas por distintos processcs de obtencao,
mas as limitadas especificagdes fornecidas pelos fabricantes ndo sdo suficientes
para verificar esta hipétese. Na proxima se¢do espera-se obter subsidios para
elucidaciio da razdo destas diferencas, através da caracterizagdo destas quilaias.

116



IV. Resultados e Discussdo

Q 35
;5,’ | —e— PENCO
‘é 3.0 —g-— BELL
oD
C o 25
E |

Q /ﬂ
§§ 2.0 - //

&
Ca 15 /ﬂ/
L]
o ; o C8Q: 0,35 g/ml
28 49 ,/E'/ e QTD: 0,15 g/g 6leo
—- ] | e Sol.quilaia/éleo. 1mi/1g
g o5 Vo anll pH sol.quil. PENCO: 4,65
3 . o pH sol.quil. BELL: 4,15
% ) Temperatura: 55 °C

0-0 ¥ L L] L] L]
X
0.0 1.0 15 2.0 25 3.0 35

0.5
Colesterol no 6leo que entra no estagio

de separagdo (mg/q)
FIGURA IV.19. Teores de colesterol nos Oleos que entram € saem de estagios de
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FIGURA IV.20. Simulacdo do teor de colesterol na fase olecsa em fungdo do
namero de estagios de equilibrio aplicados no processo de separagdo SLL em fluxo
cruzado, utilizando-se as quilaias PENCO e BELL.
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1.5. Caracterizagdo das quilaias

Estes experimentos visaram caracterizar as quilaias em pé PENCO e BELL,
obtidas comerciaimente e utilizadas nos estudos anteriores, quanto "a sua
composicdo quimica, concentragdo de micela critica, € propriedades eletrocinéticas e
tamanho das particulas em solu¢cdo aquosa. Realizados apos verificar o efeito
significativo da procedéncia da guilaia na eficiéncia dos processos, buscou-se
através desta caracterizacdo reunir elementos gue, atém de propiciar conhecimento
de algumas propriedades basicas dos materiais em estudo, pudessem auxiliar na
compreensdo das diferencas de eficiéncia observadas na remocdo de colesterol.
Também foram incluidas algumas informagdes sobre a quilaia SIGMA, utilizada na
fase seguinte deste trabalho, de interesse 'a presente analise.

* Composicdo quimica das quilaias

Os resultados das andlises de composi¢do centesimal das quilaias, realizadas
pelo Instituto de Tecnologia de Alimentos - ITAL (Campinas, SP), sdo apresentados
na Tabela iV.8, e 0s da determinacdo do teor de sapogeninas na Tabela IV.9.

TABELA 1V.8. Composicdo centesimal & das quilaias em pé.

Quilaia
Determinacgio BELL __PENCO SIGMA

[Umidade 8,95 7,66 6,91
Cinzas 6,18 9,85 11,22

oteina(Nx5,25) b 2,14 1,90 1,40
ﬁ;}car redutor ¢ 12,13 13,43 19,67
Actcar total © 18,09 26,93 23,40
Fibra d 0,06 0,40 8,70
Tanino © 4,49 10,16 6,23

2 todos os valores sdo porcentagens m/m e as analises foram realizadas pelo Instituto de Tecnol

Alimentos - ITAL, Campinas-SP; ¥ pelo método da AACC; © pelo método de Munson & 1.!\11-1lker;3g
método de Scharrer & Kurschner; @ pelo método de Folin-Denis.
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TABELA 1V.9. Teor de sapogeninas? das quilaias em po.

Quitaia Nb Média Desvio Limites do intervalo com
padréo 95% de confianga
PENCO 6 13,97 0,53 13,41 14,53
BELL 6 5,04 0,73 4,28 5,81
SIGMA 6 12,87 1,17 11,65 14,10

a valores sa@o porcentagens m/m, determinados pelo método detalhado na secao de métodos de analise;
B namero de observacGes.

Estes dados demonstram a existéncia de importantes diferengas de composigdo
entre as quilaias PENCO e BELL, e indicam que estes extratos comerciais séo
misturas das saponinas com uma série de outros componentes, oriundos das cascas
ou eventualmente adicionados durante o processamento. Particularmente notorias
sdo as diferencas observadas nos teores de aglcares totais, taninos e fibras. Qutra
diferenca substantiva entre estas quilaias é o teor de sapogeninas (e, portanto, de
saponinas): o da quilaia PENCO ¢ aproximadamente 3 vezes o da BELL.

« Concentracdo de micela critica das quilaias

Nesta segunda série de experimentos, foi determinada a concentragdo de
micela critica (CMC) das quilaias BELL e PENCO, a pH 4,6 e 25 °C. Essa
determinacio foi feita graficamente, através de medidas da tensfo supetficial,
condutividade e turbidez das solugBes aquosas, independentemente, como
detalhado nas Figuras 1.1 a 1.6 do Apéndice I. Os valores para a CMC das quilaias
assim obtidos s&0 sumarizados na Tabela IV.10 e, na Figura V.21, ilustra-se sua
obtencdo para a quilaia BELL. O valor da CMC da quilaia SIGMA constante na
Tabela V.10 foi extraido da secdo seguinte, para fins de comparagéo.

TABELA 1V.10. Concentracio de micela critica (em g/mi x 103) das quilaias a 26 °C
e pH 4,8, determinada graficamente atraves de varias propriedades das soluces.

Propriedade da solucdo utilizada
Quilaia Tensdo superficial Condutividade Turbidez
PENCO 14 1,7 1,5
BELL 1,2 1,8 1,2
SIGMA 0,7 n.d. n.d.

n.d.. ndp determinada.
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Primeiramente, podemos verificar que os valores da CMC obtidos para cada
uma das quilaias (PENCO e BELL) utilizando as irés diferentes propriedades das
solughes estdo em boa concordancia. Ressalie-se que, no meétodo grafico
empregado, a escotha do nimero de pontos experimentais alinhados antes e depois
da regido da descontinuidade para efeito do ajuste das retas pode implicar em
alguma variagao no vaior da CMC. A concordancia dos trés métodos para
determinacdo da CMC fornece uma evidéncia de que miceias de saponinas de
quilaia se formam em solugdo acima de uma concentragdo critica bem definida. De
fato, a clara quebra nos valores da curva de tens&o superficial suporta a ideia de que
micelas se formam e, porque a CMC sinaliza a formagdo de micelas, concentracbes
de surfatante acima da CMC nio tém impacto adicional na diminuicdo da tensdo
superficial,

Em segundo lugar, parece seguro afirmar que as quilaias PENCO e BELL tem
ambas valores parecidos de CMC, na faixa de 1,0 a 2,0 x 10-3 g/ml, a pH 4,6 e 25 °C.
Considerando que a quilaia PENCO tem um teor de sapogeninas (e portanto de
saponinas) de quase 3 vezes 0 da BELL, seria de se esperar baseado apenas neste
aspecto que a CMC da primeira, medido em g quilaia/mi solugdo, fésse a terga parte
do da segunda. Também, baseado neste criterio, as CMC’s das quilaias PENCO ¢
SIGMA deveriam ser iguais ou, peio menos, mais proximas. Portanio, estes
resultados indicam que a formacio de micelas depende também de algum oufro fator
importante, alem da concentragdo de sapogeninas.

MITRA & DUNGAN (1997) demonstraram a formacdo de micelas em solu¢fes
aquosas de extratos comerciais de quilaia & a existéncia de diferencas pequenas,
porém significativas, nos valores da CMC de extratos de trés fontes comerciais
distintas. Os autores nfdc analisaram a composicdo quimica destes produtos e
atribuiram as varia¢des observadas na habilidade de diferentes fontes de saponinas
de quilaia de formar micelas 'as seguintes possibilidades: 1) diferengas nas
estruturas molecuiares contidas nas fontes (mudanga dos grupos hidrofilicos,
alierandc a hidrofobicidade das moléculas e, portanto, sua tendéncia a formar
micelas); 2) presen¢a de impurezas, ndo necessariamentie com atividade de
superficie, tais como sais; e 3) presenca de impurezas com atividade de superficie.

No caso presente, além do teor de sapogeninas, a composicdo quimica das
quilaias apresentada na Tabela IV.8 indica diferenc¢as substanciais nos teores de sais
e taninos. A adi¢gdo de sais sabidamente aftera a CMC de surfatantes ibnicos € a
presenga de taninos, que sfo compostos anfifilicos, pode também influenciar a
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formacio de micelas. A ocorréncia de diferentes proporgbes de espécies quimicas de
saponinas e a adigdo intenciona!l de outros tensoativos, possibilidades nao
verificadas no presente trabalho, teria também impacto na CMC.

Assim sendo, a compreensdo dos resultados resultados obtidos, em que se
indica uma virtual igualdade de CMC's para produtos de quilaia com tecres distintos
de sapogeninas, terd que necessariamente considerar em maior profundidade, além
do obvio questionamento do nivel de precisdo da metodolegia utitizada na
determinacdo da CMC, a composigio quimica dos extratos e sua influéncia nos
valores da CMC. Existe concretamente a possibilidade de que esses produtos
comerciais, utilizados como agentes espumantes, apresentem em sua compiexa
composi¢do quimica, em quantidade relativa variada, tanto fragbes distintas de
saponinas (como relatada por vérios autores, por exemplo: DEV et al., 1989; KENSIL
et al., 1991; ROUHI, 1995; PILLION et al., 1996) quanto outros componentes que
interferem no processo de formagio de micelas. Essas diferencas de composig¢do
quimica poderiam ser provocadas intencionalmente (por exempio pela adigdo de
outros tensoativas, sais, co-surfatantes, etc) ou ser resuitado de diferengas nos
processos de extragdo das cascas de Quillaja saponaria efou de purificagdo dos
extratos. O estudo destes aspectos, embora relevante, estd fora do escopo deste
trabaiho.

Os resultados obtidos indicam que outros fatores além da concentracdo de
sapogeninas estio influindo de forma importante na formagdo de micelas, e sugerem
que ha diferen¢as substanciais entre os sistemas de tensoativos presentes nas
quitaias PENCO e BELL.
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» Mobilidade eletroforética e tamanho das particulas em solugbes aguosas de quilaia

Nesta terceira série de experimentos foi verificada a existéncia de diferengas de
mobilidade eletroforética (MEF) e didmetro de Stokes (Dsy) das particulas presentes
nas soltigdes aquosas das quilaias PENCO e BELL, nas concentragdes de 0,05 g/mi!
g 25 °C, e pesquisadas evidéncias de polidispersidade.

Como as solugbes das duas quilaias apresentavam algum material insolGvel em
suspenséo, foram feitos inicialmente alguns testes visando 0 desenvolvimento e a
padronizagdo do preparo das solugbes, verificando se a filtragdo poderia ser
empregada com sucesso na eliminagdo destes insoliveis e, caso empregada, se
provocaria alguma variagio nas propriedades eletrocinéticas medidas das solugbes,
especificamente na MEF e Dgst das particulas.

Os resultados destes experimentos, apresentados em detalhe nas Tabelas J.1 e
J.2 do Apéndice J, respectivamente, indicaram que nio ha um efeito significativo (P >
0,05) da filtragdo nos resultados de MEF e Dgt obtidos para cada uma das quilaias.
Por outro lado, diferengas significativas parecem existir entre as duas quilaias (P <
0,05) quanto "a MEF e Dgi das particulas presentes. Uma vez que a etapa de filtragdo
das solu¢des se mostrou laboriosa e ndo introduz diferengas significativas nos
resultados, ela foi dispensada nos testes cujos resultados s8o apresentados a seguir.

E relevante indicar que as solugdes das duas quilaias, medidas nas mesmas
condicdes de concentracio e temperatura para os ensaios preliminares,
apresentaram diferengas de pH comeo demonstrado na Tabela IV.11. Como o pH
influencia as propriedades eletrocinéticas das particulas, para uma comparacdo
inteligivel foi necessario ajustar o pH das solugdes ao mesmo valor de 4,6.

TABELA IV.11. Valores de pH das solucdes aquosas das quilaias PENCO e BELL
*a concentragdo de 0,05 g/mi e temperatura de 25 °C.

Quilaia pH
PENCO 4,65
BELL 4,24

As medidas da MEF e Dg; das particulas e da condutividades das solugbes (néo
filtradas, concentragdo de 0,05 g/mi, pH de 4,6 e 25 °C) das duas quilaias, feitas no

123



IV, Resultados e Discussio

equipamento PENKEM 3000, foram submetidas a andlise de varidncia, cujos
resuitados sdo apresentados em detalhe nas Tabelas L.1 a L.3 do Apéndice L.
Verifica-se que as solu¢des de quilaia PENCO e BELL apresentam particulas com
MEF e Dst significativamente distintas, diferindo também significativamente na
condutividade (P < 0,05). A Tabela V.12 apresenta os valores destas propriedades
medidos para as duas quilaias.

TABELA IV.12. Valores 2 da mobilidade eletroforética e didmetro de Stokes das
particutas e condutividade das solugdes aquosas das quilaias PENCO e BELL a pH
4.6 e temperatura de 25 °C.

Quilaia
Propriedade Nb PENCO BELL
obilidade eletroforética (x 109 ms-tv.mh)i 5 | -6,09+042 -4,62+0,14
idmetro de Stokes (um) 5 0,57 £ 0,32 1,121 0,20
ondutividade {S/m) 5 | 0,501+0,002 | 0,467 + 0,003

a média + desvio padrao; P nimero de observagGes. Outros parametros experimentais: solugbes de
quilaia nZo filtradas e a concentragio de 0,05 g/mil.

Histogramas tipicos da MEF obtidos no PENKEM 3000 para as quilaias PENCO
e BELL s3o apresentados nas Figuras 1V.22 e V.23, respectivamente. Na Figura
V.22 ha indicagbes de polidispersidade para a populacde de particulas da quilaia
PENCO, ou seja, multiplos picos indicativos de varias sub-populagdes de particulas
com mobilidades proximas mas distintas. Por outro lado, a quitaia BELL (Figura IV.23)
se mostra monodispersa, ou seja, com uma populagic homogénea de particulas,
resultandc num Gnico pico.

Entretanto, tais observacdes precisam ser encaradas com cautela pois a escala
da abcissa dos graficos de mobilidade (faixa de -2,0 a + 2,0 x 10-7 m.s-1V.m-1) ndo é
tavoravel ‘a resoluciio de multiplos picos. Portanto, para resolugdio das varias sub-
populacdes de particulas eventualmente presentes, foram realizadas novas medidas
da MEF com resolucdo aumentada. Uma breve explicagdo de como estes ensaios
foram realizados & dada no Apéndice M, onde também se apresentam dados na
Tabela M.1 que indicam que a mudanca de faixa de resolugcio ndo altera o valor
obtido para a MEF.
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Com relagdo "a polidispersidade das amostras, € evidente da Figura IV.24 que a
quilaia PENCO apresenta vdrias sub-populagfes de particulas, com MEF na faixa de
-2,5a-9,0 x 109 m.s-1/v.am-1. Por outro lado, a Figura V.25 indica que a quilaia BELL
pode ser considerada monodispersa, na resolugdo empregada, com particulas de
MEF na faixa de - 4,5 a -4,7 x 109 m.s-1/V.m"1, Portanto, a quilaia BELL tem
particulas com MEF na faixa de sub-populacSes da quilaia PENCO, esta uitima
apresentando também outras sub-populagtes adicionais.

E importante ressaltar que nada se disse até o momento sobre a natureza das
particulas cujos MEF e Dgt foram medidos, e gue as informagées ja obtidas s3o Uteis
para caracterizar diferencas entre as duas quilaias.

* Natureza das particulas medidas nas solugbes aquosas de quilaia

Nesta quarta série de experimentos foi verificada a natureza das particulas cujas
propriedades estavam sendo medidas. Os dados obtidos até o momento indicaram
valores para Dst na faixa de 0,5 a 1,2 um, muito maiores gue os valores encontrados
na literatura, ao redor de 8 a 7 nm (OAKENFULL, 1986; MITRA & DUNGAN, 1997),
para micelas de saponinas de quilaia. Portanto, procurou-se confirmar que as
particulas medidas nos experimentos anteriores n8o eram micelas, mas particulas
outras oriundas destes extratos comerciais. Para tanto, duas abordagens foram
seguidas.

Primeiramente, foram obtidos histogramas da MEF numa série de soluges com
concentragbes abaixo e acima da CMC, estratégia que se baseou no fato de que
micelas se formam em solucdo ao redor da CMC e, portanto, ndo estdo presentes
abaixo da CMC. A idéia foi, portanto, verificar se particulas estavam presentes em
solugdo abaixo da CMC, acompanhando a evolugdo de suas propriedades com a
concentracdo da sofugdo abaixo e acima da CMC. Para tanto, foram utilizados os
valores das CMC’s das quilaias PENCO e BELL determinados anteriormente.
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FIGURA IV.24. Histogramas tipicos da mobilidade eletroforética das particulas de
solugbes aquosas da quilaia PENCO obtidos com dois niveis de resolugao.
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FIGURA 1V.25, Histogramas tipicos da mobilidade eletroforética das particulas de
solugdes aquosas da quilaia BELL obtidos com dois niveis de resolugdo.
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Histogramas da MEF tipicos, obtidos a varias concentragbes abaixo e
acima da CMC, s&o apresentados nas Figuras V.26 e IV.27 para as quilaias PENCO
e BELL respectivamente, e demonstram que as particulas foram efetivamente
detectadas em toda faixa de concentracdo empregada. Valores coerentes da
mobilidade eletroforética (MEF) e do didmetro de Stokes (Dst), com ordens de
grandeza de 10° m.s"1/V.m1 e 10-6 m respectivamente, foram obtidos em toda faixa
de concentracdo. Também, particulas foram detectadas por observagdo direta no
monitor do aparetho desde a menor concentragdo empregada (1,0 x 10-4 g/mi).

Uma nota acauteladora com relagio aos histogramas: ocasionalmente observa-
se um pico espurio com MEF zero, um artefato causado por particulas aderidas "a
parede (interna ou externa) do capilar, ndo considerado pelo apareltho no calculo da
MEF. Este artefato ocorre normalmente apos a leitura de um numero muito grande de
amostras, situagdo que ocorreu no caso da quilaia BELL cujas amostras foram
medidas apés todas as da PENCO.

Concluindo, 6 acompanhamento da MEF e Dg com a variaggdo da conceniragdo
da solugdo demonstrou que as mesmas particulas estavam presentes e foram
medidas a concentragies de 1/10 da CMC. Mais ainda, os valores de MEF e Dgt sdo
0s mesmos abaixo e acima da CMC, e com valores concordantes com 0s relatados
anteriormente. A observagdo direta das particulas no monitor do PENKEM 3000
corrobora estes resultados pois particulas puderam ser visualizadas em toda faixa de
concentragdo, seu nliimero no campo visual aumentando com o aumento da
concentracio.

Uma vez que estes resultados indicaram que foram medidas particulas que ndo
sfo micelas, particulas estas que ndo puderam ser eliminadas por filiragdo,
permanece a questio de como eliminar estas particulas maiores de modo a verificar
se o aparelho PENKEM 3000 tem efetivamente a capacidade de “enxergar” , e
portanto medir, as micelas.

Assim, numa segunda etapa, testes confirmativos foram feitos com base na
centrifugacfio das solugbes, uma operagfo gue em condigbes normais pode
promover a separacdo (sedimentagio) das particulas maiores sem exercer qualquer
efeito sobre as micelas.

Para tanto, uma solugdo da quilaia PENCO com concentragdo de 0,01 g/mi

(muito acima da CMC de aproximadamente 1,5 x 10-3 g/mi) foi preparada e leituras
da MEF e Dgt feitas tanto na solucéo inicial como no sobrenadante resultante da

centrifugacic por 30 minutos a 16.000 “g”. Os histogramas de MEF tipicos obtidos
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para as amostras dos tratamentos e do controle (agua desionizada utilizada no
preparo das solugbes) sdo apresentados na Figura 1V.28.

Quando os histogramas de MEF da dgua desionizada e das amostras sdo
comparados, observa-se que no sobrenadante resultante da centrifugacéio néo sédo
detectadas particulas: ndo se verifica nenhum sinal claro (pico) correspondente a
particulas e o histograma registra apenas o nivel de ruido do sistema, analogo ao
representado pela agua desionizada. Por outro lado, a solugdo original (ndo
centrifugada) apresenta picos claramente definidos, com relagdo de intensidade de
sinal/ruido satisfatoria.

A observagfio direta do monitor do PENKEM 3000 corroborou estes resultados.
Enquanto que na solugdo ndo centrifugada observaram-se particulas bem visiveis e
em bom nGmero, na solugdo centrifugada néo foi visualizada nenhuma particula (a
Gitima observa¢do se aplica também, evidentemente, para a dgua desionizada). A
medida do Dst leva "a mesma conclusfo: enquanto que a solugéo néo centrifugada
pode ser medida sem problemas, 0 PENKEM 3000 ndo produziu nenhum resultado
para a solu¢do centrifugada e para a 4gua desionizada.

Portanto, a centrifugacio a 16.000 “g” foi eficiente para separagdo das particulas
cuja MEF e Dg; foi medida nos experimentos anteriores. O PENKEM 3000 ndo
detectou a presenga das micelas presentes na amostra apos centrifugacéo, cujo
tamanho esti portanto abaixo do limite de detecgio do aparetho. Assim sendo, pode-
se concluir que as particulas medidas nos experimentos anteriores definitivamente
ndo eram micelas e que o PENKEM 3000 nio possui capacidade para “enxergar” as
micelas presentes em solugbes aquosas de quilaia acima da CMC.

« Consideragdes finais

Os resultados obtidos indicam que as quilaias PENCO e BELL s&do produtos
com caracteristicas bastante distintas, apresentando diferengas substanciais de
composigdo quimica, inclusive quanto ao teor de sapogeninas. Apesar destas
diferengas, suas CMC’s sdo préximas. Suas solugdes aquosas contém ainda
populacdes de particulas com caracteristicas distintas quanto “a dispersdo (mono ou
poliodispersas), mobilidade eletroforética e tamanho.
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FIGURA IV.26. Histogramas tipicos de mobilidade eletroforética obtidos a varias
concentragdes da quilaia PENCO (CMC~1,5x10-3 g/ml) em solugfo aquosa a 25°C e
pH 4,6.
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FIGURA IV.27. Histogramas tipicos de mobilidade eletroforética obtidos a varias
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pH 4,8.
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FIGURA IV.28. Histogramas tipicos da mobilidade eletroforética a 25 °C em
amostras de: 1) agua desionizada, 2) solucdo ndo centrifugada de quitaia PENCO a
0,01 g/ml, e 3) sobrenadante da solugéo 2 apés centrifugacdo a 16.000 “g” por 30
minutos.
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1.6. Mecanismos operantes na separacio de colesterol

O mecanismo proposto por SUNDFELD (1992) e SUNDFELD et al. (1993 a,
1993 b) para justificar a redugéc observada do teor de colesterol do 6leo de manteiga
quando colocado em contato com solugdes aquosas de quilaia, foi a solubitizagdo do
colesterol em micelas de saponinas presentes na fase aquosa. Também, segundo
estes autores, a adigdo de terra diatomacea a este sistema bifasico poderia ensejar a
formacéo de admicelas ¢ a adsolubilizagdo de colesterol nelas. Tais propostas foram
feitas a partir dos resultados de remocao de colesterol obtidos dos diferentes
processos estudados por estes autores, associados a bibliografia referente "a
formagdo de micelas mistas de saponinas de quilaia € acidos biliares em meio
aquoso (OAKENFULL & SIDHU, 1983; OAKENFULL, 1986) e o efeito
hipocolesterolémico decorrente de sua ingestdo (TOPPING et a/., 1980; OAKENFULL
et al.,, 1984; RAO & KENDALL, 1986), assim como os relatos de formagdo de
admicelas e adsolubilizagdo de solutos (HARWELL & O'HEAR, 1989). Nédo foram
apresentadas, enfretanto, evidéncias diretas de que tais mecanismos estivessem
efetivamente operando.

No presente trabalho, em todas as situagdes estudadas, observou-se uma
distribuicdo de colestero! entre todas as fases (aquosa, oleosa e sdlida) em contato
decorrentes dos processos LL e SLL, resuliando em fases oleosas com teor de
colesterol menor que o observado no dlec de manteiga inicial. A diminuicdo dos
teores de colesterol nas fases oleosas decorrentes de efsitos eventualmente
significatives dos parametros de processo estudados (pH, temperatura, concentragio
da solugdo de quilaia e quantidade de terra diatomacea) fol acompanhada peia
elevagio tanto dos teores de colesterol seletivamente associados 'a torta quanto
daqueles presentes nas fases aquosas correspondentes. Estes resultados, em
principio, ndo conflitam com 0s mecanismos sugeridos por SUNDFELD (1992).

Entretanto, mecanismos mais gerais de separacio podem ser propostos,
considerando-se os diagramas de fase tipicos de sistemas multifasicos similares
contendo surfatantes. Os complexos diagramas de fase exibidos por sistemas
quaternarios oleo - agua - surfatante - soluto, contendo a situacdo de equilibrio de
fases associada a cada composicdo global particular, em que a presenca de varias
regibes (contendo uma, duas ou irés fases em equilibric) e os limites entre regides
podem ser alterados por varios fatores (tais como temperatura, forga ibnica, entre
outros) (HIEMENZ, 1986; BOURREL & SCHECHTER, 1988), sugerem multiplas
possibilidades de separag¢io envolvendo estruturas coloidais.
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Assim, além da solubilizagdo em micelas esféricas (isotrépicas), outras
estruturas {ex.:. cristais liquidos) contendo colesterol podem estar presentes na fase
aquosa, dependendo da composicéo global do sistema e das condigbes de
temperatura e forga idnica, entre outros fatores. A coexisténcia de mais de um tipo de
estrutura coloidal no seio da fase aquosa, com diferengas de composi¢do (inclusive
teor de colesterol) entre diferentes estruturas, também representa uma possibilidade.
Portanto, a proposta de mecanismo operante na separagdo deve ser ampliada, de
modo a incorporar as vdrias possibilidades potencialmente presentes no diagrama
de fases do sistema. Neste caso, a proposta de SUNDFELD (1992) de solubilizagao
de colesterol em micelas (isotropicas) de saponinas presentes em solugdo aquosa,
pode ser encarada como um caso particuiar de um sistema potencialmente bastante
mais complicado, em que varias outras possibilidades de solubilizagdo podem
ocorrer.

A parcela de colesterol seletivamente associado "a torta (parcela que exclui o
colesterol associado ao dleo mecanicamente ocluido na torta) depende de alguma
forma de associagdo do colesterol envolvendo a quilaia, uma vez que a terra
diatomécea, na auséncia de quilaia, nfo promove a remog¢do de colesterol no
processo SLL, como relatado por SUNDFELD (1 892). Possibilidades de associagdo
envolvendo quilaia, presentes na torta, podem incluir néo s o caso especifice de
formacdo de admicelas proposto por SUNDFELD (1892), mas tambem outras
estruturas coloidais (ex.: cristais liquidos) eventualmente presentes no sistema.

Assim, 0s mecanismos propostos por SUNDFELD (1992) devem ser
considerados como casos particulares dentro de uma ampla gama de possibilidades
encontradas em sistemas similares, que apresentam elevada complexidade.

De fato, alguns resultados obtidos no presente trabalho ndo indicam a
solubilizagio de colesterol em micelas esféricas isotrépicas presentes no meio
aguoso como © mecanismo mais provavel. Por exemplo, 0 fato de que as quilaias
PENCO e BELL tém CMC’s préximas e eficicias bastante distintas na remogdo de
colesterol pelos processos LL ¢ SLL, sugere que a micelizagio isotropica & um fator
de menor importéncia, neste ¢aso.

Extratos de quilaia sfio misturas compiexas de saponinas com Outros
componentes das cascas e, assim sendo, hd que se considerar a possibilidade da
solubilizago de colesterol estar também associada a estes outros componentes. Os
taninos em particular, com teores de 4,49 e 10,16% nas quilaias BELL ¢ PENCO,
" respectivamente, merecem ser considerados. Além de efeito hipocolesterolémico ter
sido observado na ingestdo de taninos por ratos (MURAMATSU et al., 1986;
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YUGARANI et al., 1992), SIMON et a/. (1994) e HUH ef al. (1996} demonstraram que
taninos interagem com fosfolipideos e sfo incorporados em mono e bicamadas
destes surfatantes. Tais constatacBes séo relevantes porque sugerem o potencial de
atuagdo associada de taninos e saponinas no efeito hipocolesterolémico observado
na ingestdo de extratos de quilaia e, sendo ambos compostos anfifilicos, a
possibilidade de participagdo em estruturas coloidais propostas como atuantes na
solubilizacdo de colesterol em meio aquoso.

Outro aspecto a ser comentado & a aparente discrepdncia entre os niveis de
remogdo de colesterol obtides por SUNDFELD (1992) e os relatados no presente
trabalho, que empregaram quilaias PENCQ e BELL, respectivamente. Tais quilaias
termn composi¢des quimicas bastante distintas, ilusiradas pelos teores de sapogeninas
(13,97% para a PENCO e 5,04% para a BELL) e de taninos (10,16% para a PENCO e
4,49% para a BELL), entre outros componentes. Mesmo assim, ambas apresentam
CMC’s proximas. Embora seja tentador atribuir as diferencas observadas na remogédo
de colestero! simplesmente aos diferentes teores de sapogeninas (e, portanto, de
saponinas) entre as duas quilaias, ou mesmo a uma possivel acdo dos taninos (que
ndo deve ser negligenciada), o fato € que as duas quilaias s&0 misturas complexas
bastante distintas de tensoativos. Assim, as razées para as disparidades observadas
na remo¢do de colesterol podem ser bem mais elaboradas, resultantes do impacto
que diferengas de constituintes e sua proporgdo relativa nos extratos podem ter nos
respectivos diagramas de fase, alterando a distribuigdo de colesterol e fases
presentes no ponto representativo de uma mesma composicdo gtobal.

Também é importante mencionar o fato de que os sistemas estudados
continham concentracbes de quilaia relativamente slevadas. Assim, para CMC’s das
quilaias PENCO e BELL pouco acima de 1 g/l (0,1%), as concentragBes nas solucdes
aguosas empregadas nos processos LL e SLL variaram entre 50 e 350 gff (5 e 35%,
respectivamente). Usualmente, a existéncia de micelas esiéricas que ndo interagem
(solugles isotropicas micelares) esté restrita a baixas concentra¢des de surfatantes
acima da CMC e o aumentc da concentragio pode dar origem a fases liotropicas
cristlinas liquidas (HIEMENZ, 1986; BOURREL & SCHECHTER, 1988). Os trabathos
que relataram estruturas dos agregados formados por saponinas em solugio aquosa
indicaram a existdncia de micelas esféricas a baixas concentracies (LUCY &
GLAUERT, 1964; OAKENFULL, 1988; MITRA & DUNGAN, 1997) e cristais liquidos a
concentra¢Bes mais elevadas (LUCY & GLAUERT, 1964). Quanto ‘as estruturas
envolvendo saponinas e colesterol no meio aquoso, LUCY & GLAUERT (1964)
relataram a formacgdo de cristais liquidos. Assim, ndo se deve restringir as
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possibilidades de solubilizagdo unicamente 'as micelas esféricas, uma vez que
outras possibilidades (ex.: cristais liquidos) sdo pertinentes.

Do anteriormente exposto, mecanismos mais gerais de separagdo de colesterol
podem ser propostos. Assim, se 0 diagrama de fases do sistema agua - dleo - quilaia
- colesterol apresentar as caracteristicas de sistemas similares encontrados na
literatura, além da solubilizagdo em micelas esféricas (isotrépicas), muitas outras
estruturas (cristais tiquidos) contendo colesterol podem estar presentes, dependendo
da composicdc giobal do sistema. Neste caso, a presenca (ou ndo) de determinadas
regides, sua abrangéncia e posigdo, assim como os limites entre regides (de uma ou
mais fases) deste diagrama tipico seriam suscetiveis a mudangas nas caracteristicas
do surfatante, temperatura, forga idnica e pH. Assim, tais fatores tambeém
influenciariam os niveis de distribuigdo de colesterol entre fases e oS tipos de
estrutura coloidal envolvidos na solubilizagéo. Mantidas fixas todas as demais
condigBes do sistema, efeitos importantes na distribui¢do de colesterol poderiam
decorrer de pequenas variagBes na concentragdo de quilaia, que levassem ‘a
ultrapassagem dos limites entre determinadas regides neste diagrama de fases. De
maneira andloga, uma determinada composicdo global poderia ter seu equilibrio de
fases (e distribuigdo de coiesterol) alterado em funcdo de variagbes nas
caracteristicas da quilaia empregada, temperatura, forga ibnica e pH. Esta
abordagem permite, de forma geral, estabelecer hipteses para justificar a existéncia
(ou nfo) de eventuais diferencas nos niveis de solubilizacéc de colesterol na fase
aquosa obtidos nos processos estudados.

Evidéncias diretas dos mecanismos operantes na solubilizagdo no meio aquoso
nao foram obtidas no presente trabalho. A construgdo de diagramas de fases para 0
sistema &gua - Oleo - quilaia - colesterol, com caracterizacdo das fases €
identificagio das estruturas presentes, de maneira andloga 'a realizada nos estudos
de bile artificial (SMALL et al, 1966; BOURGES et al., 1967ab), permitiria a
identificacdo clara dos mecanismos operantes para cada situagdo particular, dentro
das faixas de interesse relativas ‘a composi¢do global e condicdes de temperatura,
pH e forga ibnica. Tambem permitiria 0 projeto de processos de separagéo, uma vez
que se poderia prever qual a proporgdo dos componentes individuais numa mistura
gue resultaria em um determinado equilibrio de fases e nivel de separacdo de
colesterol {mantidos fixos a pressdo, temperatura, forca idnica e pH do sistema).

137



N.R Di 0

2. Segunda Fase: Formagdo de micela e solubilizacdo de
colesterol em solucdes aquosas de quilaia

Nesta segunda fase, 04 (quatro) estudos estiveram voltados para a definicdo da
CMC em solugdes aquosas de quilaia e da distribuicdo do colesterol entre fases num
sistema bifasico liquido-liquido, verificando-se o efeito de varidveis de processo
(concentragdo de quilaia em solugdo, temperatura, pH e nivel de NaCl adicionado).
Também, buscou-se obter evidéncias do envolvimento de micelas na separacio de
colesterol, ou seja, verificar a pertinéncia da proposta de SUNDFELD (1992) de que
a solubilizagdo de colesterol em micelas seja um dos mecanismos operanies na
separacdo. Nesta etapa foram uiilizados ¢ decano com colesterol adicionado em
niveis conhecidos como substitutivo da fase oleosa e um extrato de saponinas de
quilaia mais purificado (SIGMA). Os resultados destes estudos $80 apresentados e
discutidos a seguir.

2.1. Formagdo de micela em solu¢cdes aquosas de quilaia

Estes experimentos visaram determinar a concentragéo de micela critica (CMC),
isto €, a concentragéo a partir da qual observa-se a formagdo de micelas em solugbes
aquosas de quilaia. Foram verificados os efeitos da temperatura, pH e adigdo de
cloreto de sddio na CMC. Num processo de solubilizacio em micelas, a CMC é uma
informacgdo fundamental, representandc o limite inferior de concentragdo a partir do
qual podera ser observada a solubilizacdo de colesterol.

O procedimento tipico para obtengdo da CMC a partir de um conjunto de dados
de tensdo superficial @ concentragdo de quitaia em solugio aquosa, representativo
do utilizado para cada uma das réplicas de cada um dos tratamentos, € ilustrado na
Figura IV.29. Cada tratamento representa uma combina¢do pariicular de temperatura
(T, pH e concentra¢do de cloreto de sédic adicionado (NaCl) e foram realizados 18
tratamentos em triplicata (réplicas denominadas A, B e C), resultando 54 curvas
apresentadas nas Figuras P.1 a P.54 do Apéndice P.
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FIGURA 1V.29. Procedimento tipico para obtengédo da CMC da quilaia SIGMA em
cada condigdo de temperatura, pH e nivel de adigdio de NaCl, a partir dos dados de
tensio superficial e concentragéo de quilaia em solugéo aquosa.

O exame das curvas que descrevem a evolugio da tensdo superficial com a
variagdo da concentra¢do das solugdes de quilaia indica trés regiGes distintas.
Primeiramente, na regido que corresponde ‘as menores concenira¢hes, tipicamente
entre 2,0 x 107 ¢ 2,0 x 106 g/mi, cbserva-se uma invariancia da tensio superficial,
cujos valores permanecem proximos aos da agua desionizada (72,1 mN/m a 25 °C).
Em seguida, na regiéo de concentracGes intermediarias, a tenséo superficial diminui
linearments com o aumento da concentracdo da solugdo. Por Ultimo, na regido de
concentragdes mais elevadas, observa-se que a tensdo superficial e constante,
independente da concentragdo da solugao.

A invaridncia da tensdo superficial com a concentragdo nas solugbes mais
diluidas contraria as expectativas (Gibbs) de uma variacdo linear e, uma vez que 08
valores de tens&o superficial medidos nestas concentragbes correspondem ao da
dgua desionizada, sugerem a auséncia de tensoativo na interface ar - soiugdo. O
exame dos tempos de contato empregados nas medidas, apresentado no Apéndice

139



IV. Resultados e Discusséo

P, sugere que os valores de tensdo obtidos na faixa de concentracio de 2,0 x 107 a
2,0 x 10-6 g/ml ndo representam situacdes de equilibrio e, portanto, ndo foram
considerados para fins de determinagdo da CMC. Por outro lado, excluidos os pontos
correspondentes a tais concentragfes, cumpriram-se as expectativas (Gibbs) de uma
variacdo linear da tensdo com o logaritmo da concentragdo da solucdo, antes da
descontinuidade associada 'a CMC. Acima da CMC, a tensdo superficial
permeneceu constante, indicando saturagdo da interface pelo tensoativo.

Os valores obtidos para as CMC’s nos varios tratamentos foram submetidos a
analise de varidncia (ANOVA), cujos resultados estdo contidos na Tabela N.1 do
Apéndice N. Os resultados da ANOVA indicam como significativos os efeitos de todas
as variaveis independentes assim como da interagdo entre elas (P<0,05), exigindo
uma andlise mais pormenorizada. Para tanto, foram utilizados tanto os valores
médios como 0s intervalos com 95% de confianga das CMC's obtidas nos varios
tratamentos, apresentados em detalhe nas Figuras N.1 a N.8 do Apéndice N.

* Efeito da temperatura na CMC

O efeitc da temperatura em todas as condigdes pH/NaCl é apresentado na
Figura IV.30 onde podem ser observadas tendéncias distintas. Quando nido se
adiciona NaCl, a tendéncia representada pelas médias em todos os pH’s parece ser
a de um aumento da CMC com a temperatura. Entretanto, com a adigdo de NaCl, ha
tendéncias conflitantes e a conclusdo poderia ser a invariabilidade ou mesmo o
aumento da CMC com o aumento da temperatura.

Considerados os intervalos com 95% de confianga apresentados na Tabela
V.13 verifica-se que, quando ndo se adiciona NaCl, embora as médias indiquem um
aumento da CMC com a temperatura, esta tendéncia s6 ¢é estatisticamente
significativa a pH 6,0. Neste pH, as CMC’s a 35 e 45 °C n&o diferem entre si, mas
ambas sdo maiores que aquela a 25 °C.

Os resultados obtidos com a adicdo de 0,5M de NaCi levam a conclusfes
semelhantes: ndo se ohserva variagdo estatisticamente significativa da CMC com a
temperatura nos pH's 3,0 ¢ 4,5; a pH 6,0, as CMC’s a 35 e 45 °C néo sio distintas
mas sd0 ambas maiores que aquela a 25 °C.

Portanto, na faixa estudada, quando um efeito significativo & observado, a
tendéncia é o aumento da CMC com a temperatura. Ressalte-se que esta tendéncia

140



V. Resultados e Discussio

s & estatisticamente significativa a pH 6,0 e, mesmo assim, embora maiores que a
25 °C, as CMC'’s a 35 e 45 °C ndo sao distintas.

» Efeito do pH na CMC

O efeito do pH em todas as condigdes T/NaCl ¢ ilustrado na Figura 1V.31 onde
se verifica que, de uma maneira geral, ao aumento de pH corresponde um aumento
no valor da CMC. Também, observe-se que o aumento da CMC com o pH € mais
pronunciado quando néo se adiciona NaCl.

A evolugio da CMC com o pH para cada condicdo T/NaCl € apresentada na
Tabela IV.14 que, considerados os intervalos com 95% de confianga, corrobora esta
tendéncia. Assim, quando ha um efeito significativo, a tendéncia € o aumento da
CMC com o pH.

- Efeito da adi¢io de NaCl na _CMC

O efeito da adigiio de NaCl em todas as condigdes T/pH ¢ ilustrado na Figura
IV.32 e, de maneira geral, observa-se uma reducéo do valor da CMC com a adi¢do
de NaCl.

A Tabela 1V.15 apresenta os intervalos com 95% de confianga para cada
condigdo T/pH que indicam que, a pH 3,0, a adiciio de NaCl ndo resulta praticamente
em nenhum efeito; por outro lado, a pH’s 4,5 e 8,0, observa-se uma diminuicdo
considerave! da CMC. Assim, quando um efeito significativo é observado, a tendéncia
& a reducdo da CMC com a adigdo de NaCl.

» Discuss3o dos resultados obtidos

As razdes fundamentais para a variacio da CMC com o pH e com a adi¢éo de
NaCi podem ser encontradas se considerarmos que a formagio de micelas
pressupde a aproximagédo das moléculas de saponinas com a subsequente formagéo
dos agregados micelares. Assim sendo, fatores que facilitam o processo de
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aproximagdo e agrupamento das moléculas de saponinas em solugdo contribuem
para a diminuigdo do valor da CMC, ou seja, micelas sdo formadas a concentragbes
mais baixas do tensoativo.

As saponinas de quilaia sdo surfatantes anidnicos, contendo o grupo carboxila
do acido glicurdnico em suas molécuias. Com a diminui¢édo do pH, diminui também a
proporgdo destes grupos na forma ionizada, diminuindo a repulsdo eletrostatica entre
moléculas. Assim, seria de se esperar gque a diminuicdc do pH favorecesse a
formacdo das micelas e resultasse na diminuigdo da CMC. Esta tendéncia é a
indicada pelos resultados experimentais, sendo analoga "a obtida por MORITA et al.
(1986) para saponinas estruturaimente semelhantes "as de quilaia. MITRA &
DUNGAN (1997) obtiveram também resultados concordantes com os obtidos no
presente trabatho, relatando aumento da CMC de solugBes aquosas de extratos de
quilaia com o pH na faixa de 3 a 8,9 (a 25 °C e concentragdo de NaCl ndoc
especificada).

Quanto ao efeito da adigdo de NaCl, ha que se considerar também um efeito
eletrostatico. A adicdo de sal contribuiria para a diminui¢gdo do valor da CMC na
medida em que os contra-ions Na* funcionam como uma “colchdo” amortecedor,
diminuindo a repuisfo eletrostatica entre 0os monomeros. Mais rigorosamente, o
aumento da concentracdo de sal em solugéo promove a compressido desta atmosfera
de confra-ions, e as forgas eletrostaticas de repulsdo tém seu alcance diminuido. O
efeito macroscdapico observado seria uma diminuigdo do valor da CMC com a adigdo
de NaCl, tendéncia que também & indicada pelos resultados experimentais. MITRA &
DUNGAN (1997) obtiveram resultados concordantes com os obtidos no presente
trabalho, relatando a diminuicdo continua da CMC de solugBes aquosas de extratos
de quitaia com a adigdo de NaCl, a concentracdes de até 1 M (a 25 °C e pH ndo
especificado).

Finalmente, se as observagbes de carater tedrico anteriormente expostas se
aplicam, seria de se esperar um efeito mais relevante da adicdo doc NaCl nos pH's
mais elevados. Também, o efeito do pH deveria ser mais relevante na auséncia de
NaCl. Ambas expeciativas sdo satisfeitas pelos resultados experimentais.

Quanto ao efeito da temperatura, a expectativa baseada em resultados
empiricos obtidos para a maioria dos surfatantes idnicos é de um efeito pequeno,
com o valor da CMC aumentando com o aumento da temperatura. Os resuitados
experimentais sio coerentes com estas expectativas indicando, no caso das
saponinas de quilaia, um efeito relativamente pequeno da temperatura e,
generalizando, uma tendéncia que parece ser a de um ligeiro aumento na CMC com
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o aumento da temperatura (que, entretanto, s & estatisticamente observavel a pH
6,0). MITRA & DUNGAN (1997) obtiveram resultados concordantes com os obtidos no
presente trabalho, relatando um ligeiro aumento da CMC de solugdes aquosas de
extratos de quilaia com o aumento da temperatura entre 25 e 52 °C (em condigles de
pH e concentragdo de NaCl ndo especificadas).

+ Comentarios finais

Os resultados obtidos no presente trabalho indicam que, de maneira geral, a
formagdo de micelas & favorecida com a redugéo do pH e da temperatura, e com a
adicdo de NaCl. Estas tendéncias sdo coerentes com as expectativas mencionadas
na literatura para 2 CMC de surfatantes iénicos em solugBes aquosas (ELWORTHY et
al., 1968; ROSEN, 1976; HALL & TIDDY, 1981; HIEMENZ, 1986; BOURREL &
SCHECHTER, 1988) e concordantes com os resultados obtidos com solugdes de
quitaia por MITRA & DUNGAN (1997) . '

Na analise da CMC foi enfatizado o papel das saponinas, e de suas
caracteristicas estruturais, uma vez que sdo 0s componentes majoritarios (12,87% de
sapogeninas, equivalents a 56,6% de saponinas). Entretanto, considerada a
complexidade da composi¢@o quimica de extratos de quilaia, @ o impacto potencial
de seus componentes na CMC, esta abordagem é uma simplificagdo. A presencga de
outros compostos anfifilicos na quitaia, por exempio os taninos (6,23%), pode ter
impacto significativo na CMC das solugdes.
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FIGURA 1V.30. Efeito da temperatura na CMC da quilaia SIGMA.

TABELA 1V.13. Efeito da temperatura na CMC da quilaia SIGMA: comparacdo das
meédias dos tratamentos.

Tratamenio Concentragdo da micela critica (g/mb)
NaCi pH  Temperatura| Na Média Limite Limite

M | ¢C) _ inferior ® | superior b
25 3 7,6 E-05 5,9 E-05 9.4 E-05

3.0 - 35 3 1,1 E-04 8,2 E-05 1,4 E-04

A5 3 1,3 E-04 6,7 E-05 2,0 E-04

25 3 7.2 E-04 6,5 E-04 8,0 E-04

Zero 4,5 35 3 7,5 E-04 6,4 E-04 8,7 E-04
45 3 7,6 E-04 7,2 E-04 8,1 E-04

25 3 8,1 E-04 7.0 E-04 9,2 E-04

60 35 3 1,6 E-03 1,3 E-03 1,9 E-03

43 3 1,8 E-03 1,2 E-03 2,3 E-03

25 3 8,0 E-05 2,9 E-05 1,3 E-04

3,0 35 3 8,9 E-05 5,8 E-05 1,2 E-04

45 3 7.6 E-05 7,0 E-05 8,1 E-05

25 3 2.9 E-04 2,4 E-04 3,5 E-04

0,5 4,5 35 3 2,7 E-04 2,4 E-04 3,1 E-04
45 3 2,5 E-04 2,0 E-04 2,9 E-04

25 3 3,0 E-04 2,7E-04 | 34E-04

6,0 35 3 8,1 E-04 58 E-04 1,0 E-03

45 3 6,3 E-04 5.4 E-04 7,2 E-04

2 mimero de observagdes; 0 limites do intervalo com 95% de confianca,
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FIGURA IV.31. Efeito do pH na CMC da quilaia SIGMA.

TABELA 1V.14. Efeito do pH na CMC da quilaia SIGMA: comparagdo das médias
dos tratamentos.

Tratamento _ Concentracgao da micela critica (g/ml)
Temperatwra| NaCGl pH N2 Meédia Limite Limite

¢C) (M) _ inferior © | superior b

3,0 31 76E-05 5.9 E-05 9,4 E-05

zero 45 3 72E-04 | 65E-04 8,0 E-04

25 ' 6,0 3 8,1 E-04 7.0 E-04 9,2 E-04

3,0 3 | B8,0E-05 2,9 E-05 1,3 E-04

0,5 4.5 3 2,9 E-04 24E-04 | 3,5E-04

8,0 3] 30E04 2,7 E-04 3,4 E-04

3,0 3 1,1 E-04 8,2 E-05 1,4 E-04

zero 45 3 7,5 E-04 6,4 E-04 8,7 E-04

35 6,0 3 1,86 E-03 1,3 E-03 1,9 E-03

3,0 3 | 89E-05 5.8 E-05 1,2 E-04

0,5 45 3 2,7 E-04 2,4 E-04 3,1 E-04

6,0 3 | 81E04 5.8 E-04 1,0 E-03

3.0 3| 1,3E-04 6,7 E-05 2,0 E-04

zero | 4,5 31! 7,6E-04 7,2 E-04 8,1 E-04

45 8,0 3 1,8 E-03 1,2E03 | 23E03

3,0 3 7,6 E-05 7,0 E-05 8,1 E-05

0,5 4,5 3| 25E04 2,0 E-04 2,9 E-04

6,0 3 6,3 £-04 54 E-04 7.2 E-O4

2 nimero de ohservacoes: 0 limites do intervalo com 95% de confianca.
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FIGURA 1V.32. Efeito da adicdo de NaCl na CMC da quilaia SIGMA.

TABELA V.15, Efeito da adi¢cdo de NaCl na CMC da quilaia SIGMA: comparacido
das medias dos tratamentos.

B Tratamento j . Concentracdo da micela critica (g/mb)
Temperatura pH NaCl Na Media Limite Limite

(°C) _ M) _ _ | inferior® | superior b
3,0 0,5 3 8.0 E-05 2,9 E-05 1,3 E-04

- zZero 3 7.6 E-05 5,9 E-05 9.4 E-05

25 45 6,5 3 238 E-04 2,4 E-04 3,5 E-04
s zero 3 7,2 E-04 6,5 E-04 8,0 E-04

6,0 0,5 3 3,0 E-04 2,7 £-04 3,4 E-04

zero 3 81E04 | 7,0E-04 9,2 E-04-

3,0 0,5 3 8,9 E-05 5,8 E-05 1,2 E-04

- 3 zero 3 1 1,1E-04 8,2 E-05 1,4 E-04

35 4.5 0,5 3 2,7 E-04 2,4 E-04 3,1 E-04
3 zero 3 | 7.5E-04 64E04 | 87E-04

6,0 0,5 3 8,1 E-04 5,8 E-04 1,0 E-03

zero 3 1,6 E-03 1,3 E-03 1,9 E-03

3,0 0,5 3 786E05 | 7,0E-Q5 8,1 E-05

) __zero 3 1,3 E-04 6,7 E-05 2,0 E-04

45 4,5 0,5 3 2,5 E-04 2,0 E-04 29 E-04
L zero {3 | 76E-04 | 72E.04 | 8,1E04

6.0 05 3 8,3 E-04 5.4 E-04 7,2 E-04

[ zero 3 1,8 E-03 1,2 E-03 2,3 E-03

4 nimero de observacdes; P limites do intervalo com 95% de confianga.
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2.2. Evolugdo da concentragdo de colesterol na fase decano com o
tempo de contato com solugdes aquosas de quilaia

Estes experimentos visaram definir, no contato de solugbes de colesterol em
decano com solugdes aquosas de quilaia SIGMA a varias concentragdes, a evolugdo
da concentragdo de colesterol na fase decano com © tempo. Os parametros
temperatura, pH e concentragdo de NaCl adicionado foram mantidos fixos a 35 °C,
4,5 e 0,25M, respectivamente, que sdo os valores médios das faixas de interesse.
Procurou-se estabelecer o tempo de contato necessério para alcance da condigdo de
equilibrio, informagéo necessaria aos estudos posteriores de solubilizagéo de
colesterol em soluches aquosas de quilaia.

A evolugdo da concentragdo de colesterol na fase decano com o tempo de
contato com solu¢des de quilaia a varias concentractes & ilustrada na Figura IV.33;
os valores numéricos das médias e intervalos com 95% de conflanca sdo
apresentados na Tabela IV.16. Os resultados sugerem que, nas trés concentragdes
da solucdo de quilaia, a condigdo de equilibrio & atingida com 8 horas de contato,
uma vez que os intervaios com 95% de confianga construidos para 8 € 12 horas se
sobreptem. N&o ha portanto, nas condigdes empregadas, uma redugdo
estatisticamente significativa na conceniragdo de colesterol na fase decano com O
aumento do tempo de contato de 8 para 12 horas.

Uma cutra constatacdo decorrente destas curvas € © efeito importante da
concentragio da solugio de quilaia (CSQ) nos niveis de colesterol solubilizado na
fase aguosa: aumentando a CSQ diminui o teor de equilibrio de colesterol na fase
decano, ou seja, aumenta o nivel de solubilizagdo na fase aquosa.

E importante lembrar que o tempo de equilibrio obtido se aplica, estritamente,
“as condi¢des T/pH/MNaCl empregadas e que constituem o ponto centrat das faixas de
interesse previstas para estudo da solubilizagdo de coiesterol em solugbes aquosas
de quiiaia.

Assim, nos ensaios do efeito da temperatura, pH e adigdo de NaCl na
solubilizagdo de colesterol em solugdes aquosas de quilaia, estava prevista a
investigagdo em toda faixa de interesse destas varidveis, utilizando-se condigbes
T/pH/MNaCl ndo cobertas por estas curvas. Por esta razdo, optou-se por dar uma
margem de seguranca substancial de modo a garantir o alcance do equilibrio em
todas as condigbes previstas, optando-se pelo tempo de contato de 24 horas para
utilizagdo nos ensaios relatados a seguir.
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FIGURA 1V.33. Evolugdo da concentracdo de colesterol na fase decano com ©
tempo de contato com solugdes aquosas de quilaia SIGMA a trés concentracfes

Tempo de contato (h)

(CSQ), 35 °C, pH 4,5 e 0,25M de NaCl adicionado.

TABELA IV.16. Evolugdo da concentragdo de colesterol na fase decano com o
tempo de contato com solugfes aquosas de quitaia SIGMA a tr8s concentracgdes, 35

°C, pH 4,5 e 0,25M de NaCl adicionado: comparagio das médias dos tratamentos.

Concentragéo Tempo de Colssterol na fase decano (mg/ml)
de quilaia contato Na Média Limite Limite
(g/ml) {h) inferior © superior ©

4] 8 2,96 2,93 2,99

1 3 2,55 2,45 2,64

0,025 2 3 2,32 2,31 2,33
4 3 2,12 2,07 2,17

8 3 2,03 1,98 2,09

12 3 2,00 1,97 2,08

0 5 2,96 2,93 2,99

1 3 2,36 2,33 2,40

0,05 2 3 2,01 1,98 2,04
4 3 1,75 1,74 1,76

8 3 1,56 1,563 1,58

12 3 1,60 1,55 1,64

0 5 2,96 2,93 2,99

1 3 2,14 2,12 2,16

0,10 2 3 1,77 1,74 1,80
4 3 1,44 1,43 1,44

8 3 1,36 1,34 1,37

i2 3 1,38 1,35 1,40

2 nimero de observacdes; P limites do intervalo com 95% de confianca.
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2.3. Solubilizagdo de colesterol em solugdes aquosas de quilaia

Este estudo visou determinar o efeito da temperatura (7), do pH e da adi¢do de
cloreto de sédio (NaCt) na solubilizaggo de colesterol na fase aquosa, a partir da fase
decano contendo uma concentragéo inicial de 3,0 mg/mi. Buscou-se definir o efeito
destas varidveis na quantidade de colestero! solubilizada em solugdes aquosas de
quilaia SIGMA a concentragdo fixa de 0,025 g/mi, definindo as condigbes que
promovem a solubilizagdo. O tempo de contato empregado nestes ensaios foi de 24
horas, considerado como suficiente para alcance de equilibrio, com substancial
margem de segurancga, como relatado anteriormente.

Para verificar se as varidveis independentes exercem algum efeito nas
concentragies de equilibrio de colesterol na fase decano (CECFD), foi empregada a
andlise de varidncia (ANOVA). Os resultados sdo apresentados na Tabela O.1 do
Apéndice O e indicam como significativos (P<0,05) os efeitos principais de todas as
variaveis independentes, assim como das interacBes entre a temperatura e o pH e
entre o pH e a adigéo de NaCl.

Essa situagdo recomenda uma andlise mais detathada, utilizando-se os valores
médios e os intervalos com 85% de confianga da CECFD, resultantes dos 18
tratamentos realizados, apresentados nas Figuras O.1 a 0.8 do Apéndice O.

- Efeito da temperatura na solubilizacdo

O efeito da temperatura, em todas as condicdes pH/NaCi, é apresentado na
Figura 1V.34 onde as médias exibem a tendéncia geral de um aumento da CECFD
com o aumento da temperatura. Assim sendo, observa-se que o processo da
solubilizagdo de colesterol em solugdes aquosas de quilaia & favorecido com a
reducgdo de temperatura, na faixa estudada.

Esta tendéncia é a mesma para todas as condigoes pH/MNaC!. Considerados 0s
intervalos de confianga apresentados na Tabela V.17 verifica-se que, tanto nos
casos de ndo adicdo como de adigdo de 0,5M de NaCl, esta tendéncia &
estatisticamente significativa.
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FIGURA IV.34. Efeito da temperatura na concentragio de equilibrio de colestera! na
fase decano (CECFD) em contato com solugdes aquosas de quitaia SIGMA.

TABELA V.17, Efeito da temperatura na concentragdo de equilibrio de colesterol
na fase decano (CECFD) em contato com solugbes aquosas de quilaia SIGMA:
comparagado das medias dos tratamentos.

Tratamento Colesterol na fase decano (mg/mi)
NaCl pH Temperatura| Na Média Limite Lirite
(M) (°C) inferior ® | superior b

25 - 1,90 1,83 1,96
3,0 35 8 2,12 2,08 2,16
45 -6 2,22 2,16 2,28
25 6 1,77 1,74 1,80
2ero 4,5 35 6 2,00 1,94 2,06
45 6 2,31 2,27 2,35
25 6 1,63 1,55 1,70
8,0 35 g 2,14 1,96 2,33
45 8 2,26 2,21 2,32
25 6 1,82 1,77 1,87
3,0 35 6 1,98 1,95 2,01
45 8 2,15 2,10 2,20
25 6 1,74 1,71 1,76
0,5 45 35 6 1,82 1,79 1,85
45 6 2,19 2,17 2,21
25 6 1,54 1,50 1,58
6,0 35 6 2,13 1,87 2,38
45 & 2,32 2,28 2,35

2 niimero de ohservagoes:; D limites do intervalo com 95% de confianca.
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» Efeito do pH na solubilizag&o

O efeito do pH em todas as condigdes T/NaCl é ilustrado na Figura IV.35, onde
podem ser observadas tendéncias distintas (¢ mesmo conflitantes) para a CECFD
dependendo da temperatura considerada. As tendéncias representadas pelas
médias, com o aumento do pH, parecem ser: a 25 °C uma diminuigdo, a 35 °C uma
oscilacdo e virtual invariabifidade, e a 45 °C um aumento na CECFD.

Considerar os intervalos de confianga, apresentados na Tabela V.18, tambem
nd0 contribui para esclarecer a situagdo. Foram estudadas 8 combinagbes T/NaClea
tendéncia observada com o aumento de pH é em 2 delas (25 °C / zero NaCl e 25 °C /
0,5 M NaCl) a diminuigdo, em 3 (35 °C / zero NaCl, 35°C /0,5 M NaCl e 45 °C / zero
NaCl) a invariablilidade, e em 1 (45 °C /0,5 M NaCl} o aumento da CECFD. Estas
tendéncias resultam de diferencas pequenas mas sdo estatisticamente significativas.

Por outro lade observe-se que, em cada condigdo T/NaCl, "a variagdo de pH
corresponde uma variagdo muitc pequena e por vezes oscilante na CECFD. Mais
ainda, ao se considerar a média das trés temperaturas, a variagée de pH resulta em
CECFD virtualmente idénticos (numérica e estatisticamente), tanto a zero como a 0,5
M de NaC! adicionado. Assim sendo, na tentativa de definir uma tendéncia global e
tendo em vista as pequenas diferengas observadas, uma conclusdo poderia ser a da
auséncia de um efeito do pH. Entretanto, a significancia estatistica da inferagdo entre
temperatura e o pH, que indica que o efeito de uma varidvei depende do nivel da
outra, ndo suporta este tipo de conciusdo.

Nio h& portanto como definir, a partir desta andlise estatistica, uma tendéncia
clara e Unica da evolugfio da CECFD com a variacéo do pH da solugdo de quilaia. O
efeito do pH & pequeno mas estatisticamente significativo, e sua agdo parece
depender do nivel de temperatura. Os dados sugerem que ao aumento do pH podem
corresponder vérias tendéncias da CECFD: uma diminuicgo a 25 °C, uma
invariabilidade a 35 °C e um aumento a 45 °C. Assim sendo, em termos do processo
de solubilizacdo de colesterol em solucies aquosas de quilaia, 0 aumento do pH
favorece o processo a 25 °C, ndo o afeta a 35 °C e o desfavorece a 45 °C. Observe-
se que as diferencas observadas, quando existentes, sdo geraimente pequenas.
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FIGURA 1V.35. Efeito do pH na concentragdo de equilibrio de colesterol na fase
decano em contato com solugtes aquosas de quilaia SIGMA.

TABELA V.18, Efeito do pH na concentra¢do de equilibrio de colesterol na fase
decanc em contato com solugdes aquosas de quilaia SIGMA: comparacdo das
médias dos tratamentos.

B Tratamento Colesterol na fase decano (mg/mi)
- | Temperatura NaCl pH Na Media Limite Limite
C) ) ) inferior b_| superior b
3,0 6 1,90 1,83 1,96
zZero 4,5 -6 1,77 1,74 1,80
25 6,0 3 1,63 1,55 1,70
3,0 6 1,82 1,77 1,87
0,5 4.5 6 1,74 1,71 1,76
6,0 6 1,54 1,50 1,58
3,0 6 2,12 2,08 2,16
zero 4,5 6 2,00 1,94 2,06
35 6,0 6 2,14 1,96 2,33
3,0 6 1,98 1,95 2,01
0,5 4,5 8 1,82 1,79 1,85
8,0 8 2,13 1,87 2,38
3,0 6 2,22 2,16 2,28
Zero 4.5 6 2,31 2,27 2,35
45 6,0 . 6 2,28 2,21 2,32
3,0 6 2,15 2,10 2,20
0,5 4.5 6 2,19 2,17 2,21
6,0 6 2,32 2,28 2,35

2 nimero de observagdes; © limites do intervalo com 95% de confianga.
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» Efgito da adigdo de Nall na solubilizagdo

O efeito da adigdo de NaCl em todas as condigBes T/pH ¢ apresentado na
Figura IV.36 e, de maneira geral, observa-se uma pequena reducio da CECFD com
a adicdo de NaCl. Assim sendo, observa-se que 0 processo de solubilizagdo de
colesterol em solucdes aquosas de quilaia € favorecido com a adigdo de NaCl.
Observe-se, entretanto, que as diferencas observadas séo geraimente bastante
pequenas.

A Tabela V.19 apresenta os intervalos com 95% de confianga que indicam que,
em algumas situagdes, a tendéncia evidenciada pelas medias nédo ¢ estatisticamente
significativa; entretanto, quando tais diferengas séo significativas, a adig3o de NaCl
sempre resulta numa menor CECFD. Assim sendo, o efeito global da adicdo de NaCl
parece ser o de uma pequena diminuigio da CECFD.

» Analise comparativa giobal da extensdo dos efeitos das variaveis

Para uma analise comparativa global da extensdo dos efeitos das variaveis
temperatura, pH e adig3o de NaCl, considerem-se as Figuras IV.37 a IV.40.

Nas Figuras IV.37 a IV.39 o efeito principal de cada variavel (temperatura, pH e
adicdo de NaCl, respectivamente) é apresentado. Para tanto, calcularam-se 0s
valores médios e intervalos com 95% de confianga da CECFD correspondentes 'a
a¢do de cada varidvel individuaimente, sem considerar a existéncia e eventual
contribuicdo das outras duas. Este procedimento simplificado pode gerar aigumas
distorgdes na interpretagdo do efeito das varidveis mas, neste caso, € (til para ilustrar
a importancia relativa delas como indutoras da variagdo da CECFD.

O sfeito da concentragdo da solugdo de quilaia é apresentado na Figura V.40,
construida a partir dos resultados dos ensaios para obtengdo do tempo de equilibrio.
Nesta figura, ‘a concentragio de quilaia zero corresponde o teor inicial de colesterol
no decano, uma vez que o colesterol é virtualmente insolivel em agua, nas
condi¢des empregadas nestes ensaios.
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FIGURA IV.36. Efeito da adicdo de NaCl na concentracio de equilibrio de
colesterol na fase decano em contato comn solugdes aquosas de quilaia SIGMA.

TABELA IV.18. Efeito da adigdo de NaC! na concentragdo de equilibric de
colesterol na fase decano em contato com solugdes aquosas de quilaia SIGMA:
comparac&o das médias dos tratamentos.

B Tratamento ] Colesteroi na fase decano (mg/mi)
Temperatura pH NacCl Na| Maédia Limite Limite
(°C) M) inferior ® | superior b
3,0 2ero 6 1,90 1,83 1,96
_ 0,5 6 1,82 1,77 1,87
25 4,5 Zero 6 1,77 1,74 1,80
0,5 8 1,74 1,71 1,76
6,0 Zero 6 1,63 1,55 1,70
0,5 8 1,54 1,50 1,58
3,0 Zero 6 2,12 2,08 2,16
0,5 6 1,98 1,95 2,01
35 4.5 zero 6 2,00 1,94 2,06
0,8 8 1,82 1,79 1,85
6,0 zero 6 2,14 1,96 2,33
3 0,5 6 2,13 1,87 2,38
3,0 Zero 6 2,22 2,16 2,28
0,5 6 2,15 2,10 2,20
a5 4,5 2ero [ 2,31 227 2,35
0,5 B 2,19 2,17 2,21
6.0 zero 6 2,26 2,21 2,32
0,5 6 2,32 2,28 2,35

3 numero de observacdes; ? limites do intervalo com 95% de confianca.
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Note-se que, para permitir uma comparagéo, a ordenada nestas 4 figuras éa
mesma: a CECFD (média e intervalo com 95% de confianga), com o valor de 3,0
mg/mi correspondendo ac teor inicial aproximado de colesterol no decano (ou seja, 0
teor antes do contato com a solugdo de quilaia) em todos 0s Casos.

A andlise das figuras sugere que:

19) a CECFD resultante do contato com solugbes aquosas de quilaia apresenta
correlacdo direta com a temperatura, correlagdes inversas com o NaCl e com a
concentragio de quilaia em solugdo, e uma oscilagdo e virtual auséncia de
corretagdo com o pH.

29) nas faixas estudadas, as variagbes da CECFD correspondentes a variagdes da
concentragdo da solugdo de quilaia s#o muito maiores que aguelas eventualmenie
observadas e decorrentes de variagdes dos demais pardmetros (temperatura, pH ou
adicdo de NaCl).

39) nas faixas estudadas, as variagfes da CECFD correspondentes a variagbes de
temperatura sdo muito maiores que aquelas eventuaimente presentes e
correspondentes a variagdes de pH ou "a adicdo de NaCl. Em outras palavras,
comparativamente ao pH e ‘a adigdo de NaCl, a temperatura apresenta o maior
efeito.

- Distribuicdo de colesterol no sistema bifasico

H4 uma observagio experimental interessante referente ao sistema bifasico
resultante do contato solugdo de colesterol em decano/solucdo aquosa de quilaia.
Neste sistema, além das fases decano e aquosa, observa-se claramente na regiao
intermediaria entre elas uma camada fina de textura cremosa e coloraglo branca
analoga a uma emuisdo. Entretanto, a quantidade desta terceira “fase”,
comparativamente ‘as fases decano e aquosa correspondentes, numa avaliagdo
visual, € muito pequena . Este fato n&o foi detectado com tanta clareza guando da
utilizagdic de Sleo de manteiga e extratos comerciais de guilaia, uma vez que a
visualizago de inferfaces e eventual separacdo de fases & bastante dificultada pela
coloragio escura da solugio aguosa e opacidade do Gleo de manteiga.

Aproveitando a melhor visibilidade encontrada no sistema modelo, procurou-se
verificar a distribuicio de colesterol neste sistema, buscando definir se o colesterol se
encontra efetivaments e em guantidades substanciais no seio da fase aquosa e,
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também, se ha uma eventual acumulagdo na regido intermediaria. Ressalte-se que
néo foi observada a formagéo de precipitados neste sistema.

Para tanto foi aproveitado o conteudo dos frascos resultantes dos 6 tratamentos
pH/NaCl realizados a 45 °C. Em cada iratamento havia 3 frascos cujo conteudo foi
combinado e colocado em funil de separagdo, até uma separagdo visualmente
razoave! de fases. Foram entdo coletadas as amostras da fase aquosa, da camada
intermediaria branca e da fase decano para cada um dos tratamentos pH/NaCl.

Procedeu-se entdo a solubilizagdo das amostras em etanol absoluto, na
proporgcdo de 0,5 ml de amostra para 5 mi de etanol, injetando-se diretamente estas
solugbes no cromatégrafo. Para efeito da quantificacdo do teor de colesterol nas
amostras, utilizou-se como padrdo uma solugdo preparada pela adi¢do de 0,5 mi de
uma solucdo contendo 3,0 mg/ml de colesterol em decano a 5 mi de etanol absoluto.

Os resultados, apresentados na Figura IV.41, indicam que h& efetivamente uma
concentragéo substancial de colesterol no seio da fase aquosa (média global de 0,62
mg/ml). As concentragdes de colesterol nas camadas intermedidrias e fases decano
correspondentes sfo proximas: as eventuais diferengas das médias ndo séo
significativas, como demonstrado pelos intervalos de confianga estailstica.

Estes resultados indicam que ndo ha acumula¢do de colesterol na camada
intermediaria, sugerindo que trata-se de uma emulsio rica na fase decano.

Balangos de massa foram realizados para cada tratamento, assumindo a
imiscibilidade das fases decano e aquosa, e 0s resultados sio apresentados na
Figura V.42, Observe-se que os indices de recuperacfio do total de colesterol
introduzido no sistema (com a solugdo a 3,0 mg/ml em decano) a partir dos teores
determinados nas fases decano e aquosa sdo razodveis (média global de 89 %),
particularmente se consideradas as dificuldades de amostragem e outros erros
experimentais.
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FIGURA IV.37. Efeito principal da temperatura na concentracfio de equilibrio de
colesterol na fase decano em contato com solugbes aquosas de quilaia SIGMA.
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FIGURA 1Vv.38. Efeito principal do pH na concentra¢do de equilibric de colesterol

na fase decanc em contato com solugbes aquosas de quitaia SIGMA.
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FIGURA IV.39. Efeito principal da adigio de NaCl na concentragéo de equilibrio de
colesterol na fase decano em contato com solugdes aquosas da quilaia SIGMA.
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FIGURA IV.40. Efeito principal da concentragiio de quilaia SIGMA em solugdo
aquosa na concentragido de equilibrio de colesterol na fase decano em contato.
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FIGURA IV.41. Concentragbes de colesterol na fase decano, camada intermediaria
e fase aquosa resultantes do coniato entre uma solugdo de colesterol em decano a
3,0 mg/ml & uma solugo de quilaia SIGMA a 0,025 g/ml a 45 °C.

161



V. Resultados e Discusséo

100 e e oo+ ] S1EIGITIENTO DH NACE
2 - S . 3 3,0 zero
—_ %0 2 30 05M
£ a0 3 45 zero
~— 4 4,5 0,5M
g 7 5 6,0 zero
o 6 80 05M
& 60
.
g 50
. 40
o
s 30
2
° 20
o
10
0
Tratamento
Comparacéo das médias
_ Colesterol recuperado (%)
Tratamento |Na Média Limite Lirite
inferior P superior b
1 3 91,8 86,1 97,5
2 3 90,1 83,8 96,3
3 3 88,6 87,6 91,6
4 3 90,7 85,8 95,5
5 3 83,6 78,5 88,7
8 3 86,5 81,5 91,5
a

mrmero de observages; 0 timites do intervalo com 85% de confianca.

FIGURA 1V.42. Colesterol recuperado via balango de massa nas fases aquosa e
decano, -assumida sua imiscibilidade, em relacio ac efetivamente presente no
sistema. '
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» Comentarios finais

Os resultados sugerem gue no sistema bifasico decano/solugdo aquosa de
quitaia, a CECFD se reduz significativa e substancialmente com o aumento da
concentracdo de quilaia em solugdo, que exerce o maior efeito dentre as varidveis
consideradas. Uma reducio também significativa € importante, ainda que em menor
escala, ocorre com a diminui¢do da temperatura. A adigcdo de NaCl 'promove a
remocdo de colesterol, muito embora este efeito seja bastante pequeno. A variagéo
do pH parece também produzir um efeito pequeno mas significativo; entretanto, ndo
se pode definir uma tendéncia clara e unica da evolugdo da CECFD com o pH, uma
vez que as tendéncias se mostraram dependentes do nivel de temperatura
considerado.

No sistema modelo, aiém das fases decano e aquosa, se observa claramente na
regido intermedidria entre elas uma camada fina de textura cremosa que 0s
resultados sugerem ser uma uma emulséo rica na fase decano. Analises indicaram
que o colesterol removido da fase decano se encontra efetivamente no seioc da fase
aquosa, ndo havendo acumulagéo seletiva na regi&o intermediaria entre elas.

Empregando solugdes de quilaia "a concentragio de 0,025 g/m! e variando a
temperatura, pH e nivel de adigdo de NaCl, foram obtidas concentragbes de
colesterol solubilizado na fase aquosa variando na faixa de 0,68 a 1,46 mg/mi;
aumentando a CSQ para 0,10 g/mi (a 35 °C, pH de 4,5 e 0,25 M de NaCl adicionado)
obteve-se 1,60 mg colesterol/ml de fase aquosa. Considerada a virtual insolubilidade
do colesterol em agua, demonstrada por uma solubilidade aparente em agua a 37 °C
de no maximo 1,64 ug/ml (BRUCKDORFER & SHERRY, 1984), os valores obtidos sdo
muito expressivos. '
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2.4. Correlagdo entre os fendémenos de formacdo de micelas e remogéo
de colesterol pelo contato com solu¢gdes aquosas de quilaia

O mecanismo proposto por SUNDFELD (1992) e SUNDFELD et a/. (1883 a,
1993 b) para justificar a redugdo observada do teor de colesterol do dleo de manteiga
quando colocado em contato com solugdes aquosas de quilaia, foi a solubilizagdo do
colesterol em micelas de saponinas presentes na fase aguosa.

A estratégia seguida para reunir evidéncias do envolvimento de micelas na
separacéo foi baseada na correlagdo dos fendmenos de formacdo de micela e de
remocdo de colesterol, utilizando as solugBes de colesterol em decano como modelo
para o Oleoc de manteiga. Esta tentativa de correlagéo foi desenvoivida em 2 frentes
distintas, cujos resultados sdo apresentados a seguir.

» Andlise comparativa das tendéncias da concentracdo de micela critica (CMC) da
quilaia e das concentragdes de equilibrio de colesterol na fase decano (CECFD) com
a variacdo de temperatura, pH e adi¢do de NaCl

Nesta primeira abordagem, buscou-se verificar se a concentragdo de micela
critica (CMC) da quilaia e as concentragbes de equilibrio de colesterol na fase
decano (CECFD) seguiam, com a varia¢do de temperatura, pH e adi¢gdo de NaCl,
tendéncias compativeis com o mecanismo proposto. Nesta comparac¢do foi
considerada a seguinte regra geral: g concentragdes fixas de surfatante, situagdes
que desfavorecem a formacdo de micelas {contribuindo para o aumento da CMC)
também desfavorecem a solubilizagdo de soluios em micelas (contribuindo, no caso
presente, para o aumento da CECFD).

Os resuitados permitern uma constatacdo inicial: 0s efeitos da temperatura, do
pH e da adic8o de NaCl! s&o muito mais pronunciados na CMC que na CECFD. A
faixa de variacdo (valores minimo e maximo) observada nos experimentos foi de 7,6 x
105 a 1,8 x 10-3 g/ml para a CMC e de 1,54 a 2,32 mg/ml para a CECFD. Assim,
enguanto que o maior valor observado da CMC é 24 vezes 0 menor, para a CECFD
esta relacio é de apenas 1,5 vezes.

Quanto ao efeito da temperatura, as tendéncias da CMC e CECFD sdo
estatisticamente as mesmas em duas das seis condigdes pH/NaCl estudadas,
quando ambas aumentaram com o aumento da temperatura. Ndo foram observadas
tendéncias opostas da CMC e da CECFD com a variagdo de temperatura em
nenhuma das condigdes pH/NaCl estudadas. O efeito do aumento da temperatura
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aumentando a CMC foi estatisticamente significativo somente em duas situacdes (a
pH 6,0), enquanto que para a CECFD fol significativo em todas as situacdes de
pH/NaCl estudadas. Em geral, o efeito da temperatura foi mais relevante na GECFD
que na CMC. Em uma andlise global, o efeito do aumento da temperatura, quando
significativo, concorre para aumentos tanto da CMC quanto da CECFD.

Quanto ao efeito do pH, as tendéncias da CMC e CECFD séo estatisticamente .
as mesmas em apenas uma das seis condigdes T/NaCl estudadas, quando ambas
aumentaram com o aumento do pH. Foram observadas tendéncias opostas da CMC
e da CECFD com a variacdo do pH em duas condigbes T/NaCl. O efeito do aumento
do pH aumentando a CMC foi estatisticamente significativo em todas as condigtes
T/NaCl estudadas. O efeito do aumento do pH aumentando a CECFD foi significativo
em uma das seis condicdes T/NaCl estudadas, observando-se também diminuigdo e
invariabilidade em duas e trés delas, respectivamente. Em geral, o efeito do pH foi
mais relevante na CMC que na CECFD. Assim, ndo ha tendéncia Gnica em uma
analise global: hé coincidéncia de tendéncias a 45 °C (quando tanto a CMC guanto a
CECFD aumentam com ¢ aumento de pH) e, nas demais temperaturas, os resultados
indicam que, associado ao aumento de pH, ha um aumento da CMC que pode
corresponder tanto a uma invaridincia (a 35 °C) como a uma diminui¢do (a 25 °C) da
CECFD.

Quanto ao efeito da adicdo de NaCl, as tendéncias de diminuigio da CMC e
CECFD sdo estatisticamente as mesmas em duas das nove condigbes T/pH
estudadas: em duas outras a CMC e a CECFD n&o variaram com a adicdo de NaCl.
N#o foram observadas tendéncias opostas da CMC e da CECFD com a adigéo de
NaCl em nenhuma das condigdes T/pH estudadas. O efeito da adicdo de NaCl
diminuindo a CMC foi significativo em seis das nove condigbes T/pH estudadas,
enguanto que para a CECFD foi significativo em trés. Em geral, o efeito da adi¢®o de
NaCl foi mais relevante na CMC que na CECFD. Em uma analise global, o efeito da
adi¢do de NaCl, quando significativo, concorre para diminuigéo tanto da CMC quanto
da CECFD.

A andlise anterior demonstra a existéncia de similaridade parcial nas tendéncias
da CMC e na CECFD com a variagdo dos parimetros estudados. As Figuras V.43 a
IV.45 ilustram casos de coincidéncia das tendéncias da CMC e da CECFD.

Em uma andlise global, os efeitos da diminuicgo da temperatura da adicfo de
NaCl, quando significativos, concorrem para diminuigdo da CMC e da CECFD. C
efeito do pH na CMC e na CECFD mostrou coincidéncia de tendéncias a 45 °C, e
tendéncias opostas a 25 °C.
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FIGURA 1V.43. Evolugdo da concentracdo de equilibrio de colesterol na fase
decano (CECFD) e da concentragfio de micela critica (CMC) com a temperatura a pH
3,0 e sem adi¢do de NaCl.
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FIGURA IV.44. Evolugdo da concentracido de equilibrio de colesterol na fase
decano (CECFD) e da concentra¢do de micela critica (CMC) como pH a 45 °C e
0,5M de NaCl adicionado.
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CondigBes: 35°C e pH 4,5
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FIGURA IV.45. Evolucdo da concentragdo de equilibrio de colesterol na fase
decano (CECFD) e da concentracdo de micela critica (CMC) com a adic@o de NaCl a
35°CepH4,5.

Concluindo, os resultados apresentados indicam a existéncia de simiiaridade
entre as tendéncias globais da CMC e da CECFD com a variacdo de temperatura e
adicio de NaCl, e similaridade apenas parcial com a variagdo de pH. Assim,
atendem apenas parcialmente ‘a regra geral de que, a concentracBes fixas de
surfatante, situacdes que favorecem a formagdo de micelas (contribuindo para a
diminuicdo da CMC) também favorecem a solubilizagfo de solutos em micelas
(contribuindo para a diminuicdo da CECFD). Portanto, se a regra geral se aplica ao
sisterna em estudo, os resultados n&o sugerem o mecanismo proposte como Unico
operante. A evolugdo da CMC e da CECFD com a temperatura, pH e adigdo de NaCl
suportam a hipdtese de que micelas estejam envolvidas na solubilizacdo em
algumas condicbes experimentais enquanto que, em outras, abrem a possibilidade
de participacio de outros mecanismos (que ndo solubilizacdo em micelas) na
remogao de colestercl cbservada.

167



V. Resuiltados e Discusséio

* Ocorréncia de separagéo de colesierol em contato com solugdes aquosas de quitaia
abaixo da CMC

Nesta segunda estratégia para reunir evidéncias do envolvimentc de micelas na
separagéo, considerou-se que a solubilizac&o em micelas pressupfe sua existéncia
fisica em solugdo, o que s6 ocorre acima da CMC. Assim, a observagéo de qualquer
redugdo do teor de colesterol em contatoc com solugdes de quilaia abaixo da CMC,
constituiria uma evidéncia para rejei¢do do mecanismo proposto.

E relevante lembrar que o procedimento empregado constitui um método
classico para determinagido da CMC de agentes tensoativos. Neste método
determina-se a evoiugdo da concentracido de um soluto organico (que deve ser
insolavel ou muito pouce solGvel em agua) solubilizado numa série de solugbes
aquosas contendo concentraches crescentes de tensoativo. Abaixo da CMC a
concentragio deste soluto deve ser zero (ou aguela representada pela sua baixa
solubilidade em &gua) e, acima da CMC, a soiubilidade deve aumentar com a
concentracdo. Num grafico de concentragcdo de tensoativo em solugdo versus
solubilidade do soluto pode-se entdo localizar a CMC como a concentragdo de
tensoativo correspondente “a descontinuidade da curva.

Os resultados da evolucdo da concentracdo de equilibrio de colesterol na fase
decano (CECFD) com a concentragdo de quilaia em solugdo sdo apresentados na
Figura IV.46.

Nesta figura pode-se verificar que, relativamente ao teor inicial de colesterol na
solucdo em decano, nao ha reducdo na CECFD nas concentracfes de quilaia em
solucdo abaixc da CMC. Acima da CMC, ocorre uma diminuicio progressiva da
CECFD com 0 aumento da concentracdo de quilaia em solugéio. Estas observagfes
tem validade estatistica garantida pelos intervalos com 95% de confianca. "A luz
destes resultados, nfo se pode rejeitar a hipdtese de que micelas estejam envolvidas
na solubilizagdo de colesterol em meio aquoso, nas condigBes experimentais
empregadas.
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CondigBes: 25 °C , pH 5,0 e zero M NaCl
Decano inicial: 3,07 = 0,02 mg colesteroifmi
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FIGURA IV.46. Evolugdo da concentragdo de equilibrio de colesterol na fase
decano com a variagdo da concentragio de solugdes aquosas de quilaia SIGMA a 25
°C, pH 6,0 e sem adi¢éo de NaCl.
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» Consideracgdes finais

Os resultados apresentados indicam a existéncia de similaridade apenas parcial
entre as tendéncias da CMC e da CECFD, com a variag&o de temperatura; pH, e
adicdo de NaCl. Embora em varias condigbes experimentals estudadas as variagies
indutoras de diminuigdes da CMC tenham resultado em aumentos da solubilizagdo
de colesterol no meio aquoso, em outras observaram-se diminuigbes ou mesmo
invaridncia. Portanto, se a regra geral se aplica ao sistema em estudo, os resultados
ndo sugerem a solubiliza¢do em micelas como Unica possibilidade de mecanismo
operante. A evolugdo da CMC ¢ da CECFD com a variagdo dos parametros
estudados suportam a hipStese de que micelas estejam envolvidas na solubilizag&o
em algumas condi¢gdes experimentais enquanto que, em outras, abrem a
possibilidade de participa¢do de outros mecanismos (que ndo solubilizagdo em
micelas) na remocédo de colesterol observada.

Por outro lado, verificou-se que o inicio da solubitizagdo de colesterol em meio
aquoso coincide com a CMC, ndo ocorrendo redugdo na CECFD em contato com
solugles de quilaia abaixo da CMC. "A luz destes resultados, ndo se pode rejeitar a
hipétese de que micelas estejam envolvidas na solubilizacdo de colesterol em meio
aguosc, nas condigBes experimentais empregadas (25 °C, pH 6,0 e sem adicfio de
NaCl).

Entretanto, ndo foram obtidas avidéncias diretas do envolvimento de micelas na
solubilizacdo de colesterol no meio aguoso, nas variadas situacfes de composicao
global (proporgdo agua ~ decano - quilaia - colesterol) e condigbes de temperatura,
pH e nivel de adi¢ao de NaCl empregadas nos ensaios.

No presente trabalho, em todas as situacfes estudadas, observou-se a particdo
de colesterol, a partir de solugdes em decano, nas solugdes aquosas de quilaia. A
solubilizagdo de colesterol na fase aquosa mostrou-se susceptivel a variactes dos
parametros estudados (pH, temperatura, concentragdo da solugdo de quilaia e nivel
de adigdo de NaCl). A concentragio da solugic de quilaia apresentou ¢ efeito mais
pronunciado nos niveis de solubiliza¢gdo observados, seguindo-se o efeito da
temperatura; a adicdo de NaCl e o pH produziram efeitos bastante pequenos ou
nulos, nas faixas estudadas. Embora © mecanismo particular de solubilizacdc em
micelas represente uma das possibilidades, ha cutras, e mecanismos mais gerais de
separacdc envolvendo estruturas coloidais podem ser propostos. Ha numerosos
relatos na literatura de que fatores tais como a concentragdo do tensoativo e
temperatura impactam significativamente a composi¢do de fases em equilibrio
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descritas no diagrama de fases de sistemas similares. Ao se considerar tais
diagramas, surgem possibilidades concretas de que: 1) a composi¢do global do
sistema envolva outras estruturas (que n&o micelas) e mesmo a coexisténcia de mais
de uma estrutura coloidal (micelas efou varios tipos de cristais liguidos) no meio
aquoso, que resultem em igual nivel de solubilizacdc de colesterol, e 2) variagbes
dos parametros estudados (concentra¢do de quilaia, temperatura, pH e nivel de
adigdo de NaC!) que resuliem nos mesmos efeitos na solubilizacdo de colesterol,
mas que envolvam outras fases (que ndo exclusivamente as micelas). Assim,
alternativas de solubilizagdo associadas a outras estruturas coloidais (que nédo
micelas), inclusive com a participagdo de outros componentes dos extratos {ex.:
taninos), constituem situagdes perfeitamente possiveis a serem consideradas.

Concluindo, a definigdo do conjunto de possibilidades efetivamente envolvidas
{(em termos do teor de colesterol solubilizado e das estruturas presentes - micelas,
cristais liquidos, entre outros) poderd ser feita através da construgdo do diagrama de
fases do sistema agua - decano - quilaia - colesterol. Embora micelas contendo
colesterol solubilizado constituam uma das possiveis fases presentes, situagdes bem
mais complexas de coexisténcia de fases (diferentes estruturas com teores distintos
de colesterol) podem estar envolvidas no meio aquoso.
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V. CONCLUSOES

Dos estudos de carater eminentemente tecnoldgico, de avaliacio das opgbes
de processo de separagdo (L1 e SLL) e do efeito de variaveis nos niveis de remoc¢éo
de colesterol, utilizando extratos de quilaia em pé e oleo de manteiga
comercialmente disponiveis, conclui-se que:

« O nivel de remo¢do de colesterol promovido pelo processo SLL ndo foi
significativamente afetado pela temperatura. Nas faixas estudadas, niveis crescentes
de remocgdo de colesterol foram obtidos com a diminuigdo do pH e com o aumento
tanto da concentracdo da solugdo de quilaia (CSQ) quanto da quantidade de terra
diatomacea (QTD).

» No processo SLL existe uma perda potencial do produto final (6leo com teor
reduzido de colesterol) devido "a sua oclusdo na torta, uma perda que aumenta com
o aumenio da QTD empregada.

» Balancos de massa estimativos aplicados ao processo SLL indicaram que ocorre
uma distribuicdo de colesterol entre todas as irés fases (oleosa, aquosa e sdlida) em
contato, resultando uma fase oleosa com teor de colesterol menor que o observado
no 6leo de manteiga inicial.

+ O acompanhamento da evolugdo do teor de colesterol na fase olecsa com ¢ tempo
nas etapas de contato liquido-liguido e solido-liquido-liquido dos processos LL e
SLL, independentemente, indicou tempos de equilibrio de 20 e 10 minutos,
respectivamente, nas condigdes experimentais empregadas.

» As curvas de distribuicBo de colesterol no equitibrio entre as fases (oleosa, aquosa
e torta) resultantes dos processos LL e SLL resultaram pouco favoraveis, obtendo-se
niveis mensuraveis de reducdo de colesterol somente a altas CSQ’s e utilizando-se
oleos de manteiga contendo elevado teor inicial de colesterol.

+ As curvas relacionando as concentragdes de equillbrio de colesterol entre as fases
oleosa e aquosa, & entre as fases oleosa e torta, resultaram n&o tineares. A pequena
particio de colesterol nas fases aquosa ¢ torta resultantes dos processos LL & SLL
para teores na fase oleosa abaixo de 0,70 mg/g, sugere dificuldades para redugdo do
teor de colesterol nesta faixa de concentragiio, nas condigbes experimentais
empregadas.

« O processo SLL se mostrou mais efetivo que o LL removendo, nas mesmas
condigBes, maiores quantidades de colesterol do dlec de manteiga. Nas simulagbes
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dos processos em multiplo estagio de fluxo cruzado, a partir das curvas de
distribuicdo no equilibrio, atingiram-se, apds 3 estagios, previsbGes de niveis de
remogdo de colesterol de 45 e 32%, respectivamente, para os processos SiL e LL.

« Verificou-se que, além de sua concentra¢do em solugdo, a procedéncia da quilaia
afeta significativamente os niveis de remogéo de colesterol obtidos pelos processos
LL e SLL. A caracterizagdo das quitaias em p6 PENCO e BELL indicou que estes
extratos comerciais sdo misturas das saponinas com uma série de outros
componentes, sendo particularmente notorias diferengas nos teores de agucares
totais, taninos e fibras. O teor de sapogeninas (e, portanto, de saponinas) da quilaia
PENCO ¢ aproximadamente o triplo do da BELL.

Dos estudos da concentragde de micela critica (CMC) de quilaia e da
distribuicdo de colesterol entre fases n¢ sistema bifasico modeio (solucdo de
colesterol em decano-solugio aquosa de quilaia), verificando-se o efeito de varidveis
de processo na formacgédo de micelas e remogdo de colesterol, conclui-se que:

« De maneira geral, a forma¢do de micelas em solugfes aquosas de quilaia e
favorecida com a redugédo do pH e da temperatura, & com a adigdo de NaCl: estas
variacOes resultam em diminuigdo da CMC.

» No sistema bifdsico modelo, o teor de coiesterol solubilizado na fase aquosa
aumenta substancialmente com o aumento da concentracdo de quilaia em solugdo,
que exerce o maior efeito dentre as variaveis consideradas. Um aumento também
significativo e importante, ainda que em menor escala, ocorre com a diminui¢do da
temperatura. A adigdo de NaCi promove a solubilizagdo de colesterol em meio
agquoso, muito embora este efeito seja bastante pequeno. A variagdo do pH teve um
efeito pequenc mas significativo, dependente do nivel de tempsratura empregado.

« No sistema bifasico modelo ndo foi observada a formagéde de nenhum precipitado €
anélises indicaram que o colesterol removido da fase decano se encontra
etetivamente no seio da fase aquosa: obteve-se uma concentragcio de colesterol na
fase aquosa de até 1,6 mg/ml.

» Na auséncia de evidéncias diretas e "a luz dos resultados obtidos, ndoc se pode
rejeitar a hipdtese de que a sclubiliza¢gdo em miceias seja um dos mecanismos
envolvidos na separacido de colesterol. Por outro tado, alternativas de solubilizacdo
associadas a outras estruturas coloidais (cristais liquidos), que poderiam ser
formadas em solucdes aquosas pelos compostos anfifilicos dos extratos de quilaia,
devermn também ser consideradas.
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Ha varias aspectos em aberto para pesquisa futura.

N&o existem evidéncias diretas dos mecanismos operantes na separacio de
colesterol nos processos estudados e elas deveriam ser obtidas.

Quanto "a solubilizacdo de colesterol no meio aquoso, a definigdo do conjunto
de possibilidades efetivamente envolvidas (em termos do teor de colesterol
sclubilizado e das estruturas presentes (micelas, cristais liquidos, entre oufros),
delimitando-se os efeitos dos pardmetros de processo no sistema) poderia ser feita
através da construgcio de diagramas de fase do sisterma agua - oleo - quilaia -
colesterol, nas faixas relevantes de composi¢Oes globais e parametros de processos
de interesse. Embora micelas contendo colesterol solubilizado constituam uma das
possiveis fases presentes, situagdes bem mais complexas de coexisténcia de fases
(diferentes estruturas com teores distintos de colesterol) podem estar envolvidas no
meio aquoso. Tais informagdes, além do interesse cientifico, tem vasto alcance
tecnolégico. Permitiria o projeto de processos, e definicdo das condicles mais
adequadas de separagdo, uma vez que se poderia prever qual a proporgdo dos
componentes individuais numa mistura que resultaria em um determinado equilibrio
de fases e nivel de separagdo de colesterol (mantidos fixos a pressdo, temperatura,
forca idnica e pH do sistema). Forneceria também informagdes imprescindiveis ao
estabelecimento de sistemas de controle.

Extratos de quilaia sdo misturas complexas de saponinas com outros
componentes das cascas. H& que se estudar mais detathadamente a composig¢ao
quimica destes extratos e a relagdo causa - efeito das variagdes da composigéo dos
produtos comerciais na remog¢do de colesterol. As possibilidades de sclubilizagdo
associadas a outros componentes da quilaia, particularmente os taninos, merecem
ser consideradas em maior profundidade. H4 potencial de atuacdo associada de
taninos e saponinas, ambos anfifilicos, em estruturas coleidais {miceias, cristais
liquidos) propostas como atuantes na solubilizagdo de colesterol em meio aquoso.

As condi¢Bes para eliminagdo de residuos de quilaia presentes nas fases
oleosas com teor reduzido de colesterol sd0 de extrema relevancia ¢ deveriam ser
estudadas, uma vez que tais resfdiuos podem atribuir gosto indesejave! ao produto
final. A recuperacéo do colestrol como subproduto e a reutilizagdo da quilaia e terra
diatomécea sdo também questdes criticas relacionadas com a viabilidade econdmica
e ambientat do processo.

175



VL. Bibtiografia

VIl. BIBLIOGRAFIA

ADAMSON, A. W, Physical chemistry of surfaces. 5 ed. New York: John Wiley,
1990. 777 p.

AKIYAMA, T.; TAKAGI, S.; SANKAWA, U.; INARI, S.; SAITO, H. Saponin-cholesterol
interaction in the multibilayers of egg yolk lecithin as studied by deuterium
nuclear magnetic resonance: digitonin and its analogues. Biochemistry, v.19,
n.9, p.1904-1911, 1980.

ASSOCIATION OF OFFICIAL ANALYTICAL CHEMISTS, Official Methods of
Anaiysis. 14 ed. Arlington: 1984,

ASSOCIATION OF OFFICIAL ANALYTICAL CHEMISTS. Official Methods of
Analysis. 15 ed. Arlington: 1990.

APPLEBAUM, SW.; MARCQ, S.; BIRK, Y. Saponins as possible factors of resistance
of legume seeds to the attack of insects. J. Agric. Food Chem., n.17, p.618-
622, 1969. '

ARUL, J.; BOUDREAU, A.; MAKHLOUF, J.; TARDIF, R.; GRENIER, B. Distribution of
cholestero! in milk fat fractions. J. Dairy Res., n.55, p.361, 1988.

ATWAL, A.S_; HIDIROGLOU, M.; KRAMER, J.K.G.; BINNS, M.R. Effects of feeding a-
tocopherol and calcium salts of fatty acids on vitamin E and fatty acid
composition of cow’s milk. J. Dairy Sci,, v.73, n.10, p.2832, 1990.

BANGHAM, -A.D.; HORNE, R.W. Action of saponin on biological celi membranes.
Nature, n.196, p.952-953, 1962.

BANGHAM, A.D.; HORNE, R.W. Negative staining of phosphelipids and their structural
modification by surface-active agents as observed in the eleciron microscope. J.
Mol. Biol., n.8, p.660, 1964.

BANGHAM, J.A.; LEA, E.J.A. The interaction of detergents with bilayer lipid
membranes. Biochim. Blophys. Acta, n.511, p.388-396, 1978.

BARLA, P.; LARSSON, K.; LIUSBERG-WAHREN, H.; NORIN, T,; ROBERTS, K. Phasse
equilibria in a ternary system saponin - sunflower oil monoglycerides - water;
interactions between aliphatic and alicyclic amphiphiles. J. Sci. Food Agric.,
n.30, p.864-868, 1979.

17T



Vii. Bibiiografia

BARR, A. Consumer motivational forces affecting the sale of light dairy products. Food
Technol., v.44, n.10, p.97, 1990,

BIRK, Y.: BONDI, A.; GESTETNER, B.; ISHAAYA, | A thermostable haemolytic factor in
soybeans. Nature, n.197, p.1089-1090, 1963.

BISIO, P.D.; CARTLEDGE, J.G.; KEESOM, W.H,; RADKE, C.J. Molecular orientation of
aqueous surfactants on a hydrophobic solid. J. Colloid Interf, Sci., v.78, n.1,
p.225-237, 1980.

BITTING, D.; HARWELL, J.H. Effects of counterions on surfactant surface aggregates
at the alumina/aqueous interface. Langmuir, v.3, n.4, p.500-511, 1987.

BLADON, P. Chemistry. In: COOK, R.P. Cholesterol. New York: Academic Press,
1958. p. 15-115.

BLIGH, E.G.: DYER, W.J. A rapid method of total lipid extraction and purification.
Canadian J. of Biochem. and Physiology, v.37, n.8, p.911-917, 1959.

BLOOR, W.R. The determination of cholesterol in blcod. J. Biol. Chem., n.24, p.227,
1916.

BLOOR, W.R.; KNUDSON, A. The separate determination of cholesterol and
cholesterol esters in small amounts of biood. J. Biol. Chem., n.27, p.107, 191 6.

BORGSTRON, B. Lipid absorption: physico-chemical considerations. In: DAWSON,
R.M.C.. RHODES, D.N. Metabolism and physiological significance of
lipids. New York: John Wiley, 1964. p.221

BOURGES, M.; SMALL, D.M.; DERVICHIAN, D.G. Biophysiscs of lipid associations. .
The ternary systems c_holesterol-lecithin-water. Biochim. Biophys. Acta,
n.137, p.157-167, 1967 a.

BOURGES, M.; SMALL, D.M.; DERVICHIAN, D.G. Biophysiscs of lipid associations. Hl.
The quaternary systems lecithin-bile salt-cholesterol-water. Biochim. Biophys.
Acta, n.144, p.189-201, 1967 b.

BOURREL, M.; SCHECHTER, R.R. Microemuilsions and related systems: formulation,
solvency, and physical properties. Surfactant Science Series, v.30, 1988.

BRADLEY, R.L. Removing cholesterotf from milkfat using supercritical carbon dioxide.
Advances in Applied Biotechnology Series, v.12, p.221-232, 1991.

178



Vil. Bibliografia

BRAGAGNOLO, N. Fatores que influenciam os niveis de colesterol nos
alimentos. In: SEMINARIO “COLESTEROL: ANALISE, OCORRENCIA,
REDUCAO EM ALIMENTOS E IMPLICAGOES NA SAUDE", 1996, Campinas.
Anais ... Campinas: ITAL, 1996. (p.67-73).

BRAY, G.A. A health and nutritional perspective on fat, cholesterol, and risks to health.
Advances in Applied Biotechnology Series, v.12, p.13-19, 1991.

BRAWN, P.R.; LINDNER, N.M.; MILLER, J.M.; TELLING, G.M. A gas chromatographic
method for the determination of medicagenic acid in lucerne (alfalfa) leaf protein
concentrate. J. Sci. Food Agric., n.32, p.1157-1162, 1981.

BRUCKDORFER, K.R.; SHERRY, M.K. The solubility of cholesterol and its exchange
between membranes. Biochim. Biophys. Acta, n.789, p.187, 1984.

CAREY, M.C.; SMALL, D.M. Solubility of cholesterol in bile. in: MATERN, 8.; BACK, P.;
HACKENSCHIMDT, J.; GEROK, W, Advances in Bile Acid Research Il
New York: Schattauer Verlag, 1975. p. 277-283.

CHRISTEN, G.L. A method to guantify buttercil added to butter-margarine blends. J.
Food Qual., n.11, p.453, 1989.

CHRISTIAN, S.D.; SCAMEHORN, J.F. Use of micellar - enhanced ultrafiltration to
remove dissolved organics from aqueous streams. Surfactant Science
Series, v.33, p.3-28, 1980.

CHRISTIE, W.W. The analysis of lipids with special reference to milk fat. In:
HAMILTON, R.J.; BHAT!, A. Recent Advances in Chemistry and
Technology of Fats and Oils. Essex: Eisevier, 1987, p. 57-78.

COURCHAINE, A.J.; MILLER, W.H.; STEIN JR., D.B. Rapid semimicro procedure for
estimating free and total cholesterol. Clin. Chem., v.5, n.6, p.609, 1959.

DALSGAARD, K. Saponin adjuvants. Arch. Gesamte Virusforch, n.44, p.243,
1974.

DEMAL, S.8.; FREIER, T.A.; YOUNG, J.W.; HARTMAN, P.A.; BEITZ, D.C. A nove!
method to decrease the cholestero!l content of foods. Advances in Applied
Biotechnology Series, v.12, p.203-220, 1991.

DE MAN, J.M. The free and ester cholesterol content of milk and dairy products. Z.
Ernaehrungswiss., v.5, n.1, p.1-4, 1964.

179



Vil. Bibliografia

DEV, S.. GUPTA, A.S.; PATWARDHAN, S.A. CRC Handbook of terpencids:
pentacyclic and hexacyclic triterpencids. Boca Raton: CRC Press, 1989.
v.2, p.437-438.

DRAKE, J.J.P.; BUTTERWORTH, K.R.; GAUNT, L.F; HOOSON, J.; EVANS, J.G;
GANGOLLI, 8.D. Long-term toxicity study of quilaia extract in rats. Food Chem,
Toxicol., v.20, n.1, p.15-23, 1982.

ELLIOT D.F.; KON, G.A.R. Sapogenins - Part Vi - Quiliaic acid. 4. Chem. Soc.,
p.1130-1135, 1939.

ELLIOT, D.F.; KON, G.A.R.; SOPER, H.R. Sapogenins - Part Vil - The structure of
quitiaic acid and its relation to echinocystic acid. J. Chem. Soc., p. 612-617,
1940.

ELWORTHY, P. H.. FLORENCE, A.T.; MACFARLANE, C.B. Solubilization by
surface-active agents and its applications in Chemistry and
Biological Sciences. London: Chapman and Hall, 1968.

EVERETT, D.H. Basic principles of colloid science. London: The Royal Society
of Chemistry, 1989. 243 p.

FEELEY, R.M.: CRINER, P.E.; WATT, B.K. Cholesterol content of foods. J. Amer, Diet
Assoc., n.61, p.134, 1972.

FELDMAN, E.B.: BORGSTROM, B. Phase distribution of sterols: studies by gel
fittration. Biochim. Biophys. Acta, n.125, p.136-147, 1966.

FENWICK, D.E.; OAKENFULL, D. Saponin content of soybeans and some commercial
soybean products. J. Sci. Food Agric., n.32, p.273-278, 1981.

FENWICK, D.E.; OAKENFULL, D. Saponin content of food plants and some prepared
foods. J. Sci. Food Agric., n.34, p.186-191, 1983.

FLEISCHER, S.; BRIERLEY, G. Sclubilization of cholesterol in phospholipid micelles
in water. Biochem Biophys. Res. Commun., v.5, n.5, p.367-372, 1961.

FLORENCE, A.T. Biologica! impiications of micelle formation. In: MITTAL, K.L.
Micellization, solubilization, and microemuisions, v.1, p.55. New York:
Plenum Press, 1976.

FOLCH, J.: LEES, M.; STANLEY, G.H.S. A simple method for the isolation and
purification of total lipids from animal tissues. J. Biol. Chem., n.226, p.497,
1957.

180



VL. Biblioarafia

FOX, F.W.; GARDNER, J.A. The sterol content of cow's milk. Biochem. J., n.27, p.94,
1923.

FRIBERG, S.E,; NEOGI, P. Microemulsion - based separations. Surfactant Science
Series, v.33, p.118-138, 1989.

GAUNT, LF.; GRASSO0, P.; GANGOLLI, S.D. Short-term toxicity study of quillaja extract
in rats. Food Cosmet. Toxicol,, n.12, p.641-6850, 1974.

GENERAL MILLS INC., S. S. Marschner, J. B. Fine. Simultaneous deodorization
and cholesterol reduction of fat or e¢il. Int. A23D 005/00, C11B 003/00. US
n. 4804555. 14 fev. 1989

GEORGE, A.J. Legal status and toxicity of saponins. Food Cosmet. Toxicol., v.3,
p.85-81, 1965,

GLAUERT, AM.; BINGLE, J.T.; LUCY, J.A. Action of saponin on biclogical cell
membranes. Nature, n.196, p.953-855, 1962.

GREENWALD, C.G. Overview on fat and cholesterol reduction technologies.
Advances in Applied Biotechnology Series, v.12, p.21-32, 1991.

HALL, D.G.; TIDDY, G.J.T. Surfactant solutions: dilute and concentrated. Surfactant
Science Series, v.11, p.55-108, 1981.

HAMMOCK, D.A. The consumer dilemma: they demand tow fat, but will they eat it ?
Advances in Applied Biotechnology Series, v.12, p.3-11, 1991,

HARTLEY, G.S. Micelles - retrospect and prospect. In: MITTAL, K.L. Micellization,
solubilization, and microemulsions, v.1, p.23. New York: Plenum Press,
1976.

HARWELL, J.H.; HOSKINS, J.C.; SCHECHTER, R.S.; WADE, W.H. Pseudophass
separation mode! for surfactant adsorption: isomerically pure surfactants.
Langmuir, v.1, n.2, p.251-262, 1985.

HARWELL, J.H.; O'REAR, E.A. Adsorbed surfactant bilayers as two-dimensional
sojvents: admicellar-enhanced chromatography. Surfactant Science Series,
v.33, p.155-171, 1989.

HATTON, T.A. Reversed miceilar extraction of proteins. Surfactant Science
Series, v.33, p.55-90, 1980.

HETTINGA, D.H. Why alter milk composition ? J. Dairy Sci., v.72, n.10, p.2790-
2800, 1989.

181



VII. Bibliografia

HIEMENZ, P.C. Principles of colloid and surface chemistry. 2 ed. New York:
Marcel Dekker, 1986. 815 p.

HIGUCHI, R.; KOMORI, T. Structures of compounds derived from the acyl moieties of
quillajasaponin. Phytochemistry, v.26, n.8, p.2357-2360, 1987.

HIGUCH!, R.. TOKIMITSU, Y.; KOMORI, T. An acylated triterpenoid saponin from
Quillaja saponaria. Phytochemistry, v.27, n.4, p.1165-1168, 1988.

HIGUGHI, R.; TOKIMITSU, Y.; FUJIOKA, T.; KOMORI, T.; KAWASAKI, T.; OAKENFULL
D.G. Structure of desacylsaponins obtained from the bark of Quiliaja saponaria.
Phytochemistry, v.26, n.1, p.229-235, 1987.

MOLLAND, B.: UNWIN, 1.D.; BUSS, D.H. Milk products and eggs - Fourth
supplement to McCance and Widdowson's The Composition of
Foods. 4 ed. London: Royal Society of Chemistry and Ministry of Agriculture,
Fisheries and Foods, 1989.

HOMER, D.R.; VIRTANEN, A.l. Cow's milk cholesterol-studies on the miik of cows on
normal and protein-free feeds. Milchwissenschaft, v.22, n.1, p.1-7, 1967.

HOYES, S.D.; SAUNDERS, L. The dispersion of some steroids in tecithin sols.
Biochim. Biophys. Acta, n.116, p.184, 1966.

HUH, N.W.; PORTER, N.A.; McINTOSH, T.J.; SIMON, S.A. The interaction of
polyphenols with bilayers: conditions for increasing bilayer adhesion. Biophys.
J., v.71, .6, p.3261-3277, 1996,

HUANG, T.C.: CHEN, C.P.; WEFLER, V.; RAFTERY, A. A stable reagent for the
Liebermann-Burchard reaction. Anal. Chem., v.33, n.10, p.1405, 1961.

HUBBARD, W.D.; SHEPPARD, A.J.; NEWKIRK, D.R.; PROSSER, A.R.; 0SGOOD, T.
Comparison of various methods for the exiraction of total lipids, fatty acids,
cholesterol, and other sterols from food products. J. Am. Oil Chem. Soc.,
n.54, p.81, 1977.

HUNTER, R.J. Zeta potential in colloid science: principles and
applications. 3 ed. San Diego: Academic Press, 1988. 386 p.

HURST, W.J.; ALEO; M.D.; MARTIN JR., R.A. High performance Kquid
chromatographic analysis of cholesterol in milk. J. Dairy Sci., v.66, n.10,
p.2192, 1983.

182



VII. Bibliografia

HURST, W.J.; ALEO, M.D.; MARTIN JR., R.A. Nonaqueous reverse phase liquid
chromatographic analysis for cholesterol in milk chocolate. J. Assoc. Off.
Anal. Chem., v.67, n.4, p.698, 1984,

HURST, W.J.; ALEO, M.D.; MARTIN JR., R.A. HPLC determination of the cholesterol
content of egg noodies as an indicator of egg solids. J. Agric. Food Chem,,
v.33, n.5, p.820, 1985.

iNDUSTRIAL Y FORESTAL S.A.C., Jorge Verdugo Lagos. Extraccion del
cholesterol de los alimentos mediante un tratamiento con saponinas
grado alimento. Chile n. Pl 615-91, 03 jul. 1991.

IRELAND, P.A.; DZIEDZIC, S.Z. Analysis of soybean sapogenins by high-performance
liquid chromatography. J. of Chromatography, n.325, p.275-281, 1985.

JENNESS, R.; PATTON, 8. Principles of dalry chemistry. New York: John Wiley,
1959,

JENSEN, R.G.; FERRIS, A.M.; LAMMI-KEEFE, C.J.; HENDERSON, R.A. Lipids of
bovine and human milks: a comparison. J. Pairy Sci., v.73, n.2, p.223-240,
1990.

KABARA, J.J. Determination and microscopic localization of cholesterol. Methods of
Biochemical Analysis, n.10, p.263-318, 1961.

KABARA, J.J.; MCLAUGHLIN, J.T.; RIEGEL, C.A. Quantitative microdetermination of
cholesteroi using tomatine as precipitating agent. Anal. Chem., v.33, n.2,
p.305, 1961.

KAIZUKA, H.; TAKAHASHI, K. High-performance liquid chromatography system for a
wide range of naturally ocurring glycosides. J. of Chromatography, n.258,
p.135-146, 1983.

KANTOR, M.A. Light dairy products: the need and consequences. Food Technol.,
v.44, n.10, p.81, 1990.

KARTNIG, T.; Rl, C.Y. Dunnschichichromatographische Untersuchungen an den
Saponinan aus Cortex Quillajae. Planta Med., v.23, n.3, p.269-271, 1973.

KASAI, R.; MIYAKOSHI, M.; MATSUMOTO, K.; LIE, R.L.; ZHOU, J.; MORITA, T.;
TANAKA, O. Tubeimoside !, a new cyclic bisdesmoside from chinese
cucurbitaceous folk medicine "Tu Bei Mu", a tuber of Bolbostemma paniculatum.
Chem. Pharm. Bull., v.34, n.9, p.3974, 19886.

183



Vil. Bibliografia

KATZ, 1., KEENEY, M. Rapid method for isolation of unesterified sterols and its
application to detection of milkfat adulteration with vegetable oils. J. Dairy
Science, v.50, n.11, p.1764-1788, 1967.

KENSIL, C.R.: PATEL, U.; LENNICK, M.; MARCIANI, D. Separation and
characterization of saponins with adjuvant activity from Quillaja saponaria Molina
cortex. J. Immunology, v.146, n.2, p.431-437, 1991.

KRUSS GMBH. Processor tensiometer K12: user's manual. Hamburg: KRUSS
GmbH, 1992.

KUKSIS, A. Chromatography of simple lipids and their constituents. J. Chromatogr.,
n.143, p.3, 1977.

LABRIOLA, R.A.; DEULOFEU, V. The structure of prosapogenin from quillaja saponin.
Experientia, v.25, n.2, p.124-125, 1969.

LA CROIX, D.E. Extraction of plant sterois from adulterated butter oil using a digitonin-
impregnated Celite column. J. Assoc. Off. Anal. Chem., v.52, n.3, p.600,
1969.

LA CROIX, D.E. Coliaborative study of the extraction of plant sterols from adulterated
butter oil using a digitonin-impregnated Celite column. J. Assoc. Off. Anat,
Chem., v.53, n.3, p.535, 197C.

LA CROIX, D.E.; FEELEY, R.M.; WONG, N.P.; ALFORD, J.A. Comparison of two
extraction procedures for the determination of cholesterol in dairy products. J.
Assoc. Off. Anal. Chem., v.55, n.1, p.972, 1972.

LA CROIX, D.E.; MATTINGLY, W.A.; WONG, N.P.; ALFORD, J.A. Cholesterol, fat, and
protein in dairy products. J. Am. Diet. Assoc., n.62, p.275, 1973.

LEUNG, A.Y. Encyclopedia of common natural ingredients used in food,
drugs, and cosmetics. New York: John Witey, 1980. p.276-277.

LUCY, J.A.. GLAUERT, A.M. Structure and assembly of macromolecular lipid
complexes composed of globular micelles. J. Mol. Biol., n.8, p.727, 1964.

MACKAY, R.A. Solubilization. In: SCHICK, M.J. Nonionic surfactants: physical
chemistry, p.297-368. New York: Marcel Dekker, 1987.

MC CARTHY, M.J.. KUKSIS, A.; BEVERIDGE, J.M.R. Composition of molecuiar
distiliates of butter oil: isolation and identification of components other than
glycerides. J. Lipid Res., v.5, p.609-615, 1984.

184



Vii. Bibliografia

MICICH, T.J. Behavior of polymer-supported digitonin with cholesterol in the absence
and presence of butteroil. J. Agric. Food Chem., v.38, n.9, p.1839-1843,
1990.

MILLER, R.G. Interactions between digitonin and bilayer membranes.
Biochim.Biophys. Acta, n.774, p.151-157, 1984,

MITRA, S.; DUNGAN, S.R. Micellar properties of quillaja saponin. 1. Effects of
temperature, salt, and pH on solution properties. J. Agric. Food Chem., v.45,
p.1587-1595, 1997.

MITTAL, KL.; MUKERJEE, P. The wide world of micelles. In: MITTAL, K.L,
Micellization, solubilization, and microemulsions, v.1, p.1. New York:
Pienum Press, 18786.

MONSERBIO, Jean Courregelongue, Jean-Pierre Maffrand. Process for
eliminating cholesterol contained in a fatty substance of animal
origin and the fatty substance with reduced cholesterol obtained. Int.
CO9F 5/10, A23C 12/02. US n. 4.880.573. 14 nov. 1988.

MONTGOMERY, D.C. Design and analysis of experiments. 3 ed. New York:
John Wiley, 1991. 649 p.

MOREIN, B.; SUNDQUIST, B.; HOGLUND, S.; DALSGAARD, K.; OSTERHAUS, A.
Iscom, a novel structure for antigenic presentation of membrane proteins from
enveloped viruses. Nature, n.308, p.457, 1984,

MORITA, T.; NIE, R.L.; FUJINO, H,; ITO, K; MATSUFUJI, N.; KASAL R.; ZHOU, J.; WU,
C.Y.; YATA, N.; TANAKA, O. Saponins from chinese cucurbitaceous plants:
solubilization of saikosaponin-A with hemslosides Ma2 and Ma3 and structure of
hemstoside H1 from Hemsleya chinensis. Chem. Pharm. Bull,, v.34, n.1,
p.401, 1986.

MORRIS, C.E. Focus on fat reduction. Food Engineering, v.62, n.8, p.93, 1990.

MORRIS, C.E. Dairy science removes cholesterol, replaces fat. Advances in
Applied Biotechnology Series, v.12, p.201-202, 1991.

MUCK, G.A. Overview of dairy products modifications. Advances in Applied
Biotechnology Series, v.12, p.233-238, 1991.

MUKERJEE, P. Solubilization in aqueous micellar systems. In: MITTAL, K.L. Solution
chemistry of surfactants, v.1, p.153. New York: Plenum Press, 1976.

185



Vil. Bibliografia

MURAMATSU, K., FUKUYO, M.; HARA, Y. Effect of green tea cathechins on plasma
cholesterol level in cholesterol - fed rats. J. Nutr. Sc¢i. Vitaminol. (Tokyo)},
v.32, n.6, p.613-622, 1986.

NAKAMURA, T.; INOUE, K.; NOJIMA, S.; SANKAWA, U.; SHOJI, J.; KAWASAKI, T,;
SHIBATA, S. Interaction of saponins with red blood cells as well as with
phosphatidylcholine liposomal membranes. J. Pharm. Dyn., n.2, p.374-382,
1979.

NAKAYAMA, K.; FUJINO, H.; KASAI, R.; MITOMA, Y.; YATA, N TANAKA, O.
Solubilizing properties of saponins from Sapindus mukurossi GAERTN. Chem
Pharm. Buli., v.34, n.8, p.3279, 1986.

NATAF, B.; MICKELSEN, O.; KEYS, A.; PETERSEN, W.E. The cholesterol content of
cow's milk. J. Nutr., n.36, p.495, 1948.

NATIONAL CHOLESTEROL EDUCATION PROGRAM. Report of the expert panel
on population strategies for blood cholesterol reduction - executive
summary. NIH Publication No. 80-3047, U.S. Dept. of Heaith and Human
Services, 1990.

NAWAR, W.W. Lipids. In: FENNEMA, O.W. Food Chemistry. 2 ed. New York: Marcel
Dekker, 1985. p.139-244,

NETER, J.;. WASSERMAN, W.; KUTNER, M.H. Applied linear statistical models.
3 ed. Boston: Irwin, 1990. 1181 p.

NEW ZEALAND DAIRY RESEARCH INSTITUTE, Alan Robert Keen. Method of
removing sterols from edible fats and/or oils and/or fats and/or oils
from which sterols have been removed. Int. A23D 5/00, C11B 3/00, A23C
15/14. European Patent Application n. 88311223.7. 25 nov. 1988.

NISHIKAWA, M.; NOJIMA, S,; AKIYAMA, T.; SANKAWA, U.; INOUE, K. Interaction of
digitonin and its analegs with membrane cholesterol. J. Biochem., n.96,
p.1231-1239, 1984.

OAKENFULL, D.G. Saponins in food - a review. Food Chemistry, n.6, p.19-40,
1981.

OAKENFULL, D.G. Aggregation of saponins and bile acids in agueous solution. Aust.
J. Chem., n.39, p.1671-1683, 1986.

186



VI Bibliografia

OAKENFULL, D.G.; SIDHU, G.S. A physico-chemical explanation for the effects of
dietary saponins on cholesterol and bile salt metabolism. Nutr. Rep. Intern.,
v.27, n.8, p.1253-1258, 1983.

OAKENFULL, D.G.; SIDHU, G.S. Could saponins be a useful treatment for
hypercholesterolaemia ? European J. of Clinical Nutrition, n.44, p.79-88,
1990,

OAKENFULL, D.G.; SIDHU, G.S. Processing technology for cholesterol
extraction. In: THE 1991 CONFERENCE ON FAT AND CHOLESTEROL
REDUCED FOODS: Technologies and Ingredients, 1891, Atlanta. Proceedings
... South Natick: 1BC USA Conferences Inc., 1991.

OAKENFULL, D.G.: TOPPING, D.L. Saponins and plasma cholesterol.
Atherosclerosis, v.48, n.3, p.301, 1983.

OAKENFULL, D.G.; TOPPING, D.L.; ILLMAN, R.J.; FENWICK, D.E. Prevention of
dietary hypercholesterolaemia in the rat by soya bean and quillaja saponins.
Nutr. Rep. Intern., v.29, n.5, p.1039-1046, 1984.

PARK, S.W.; ADDIS, P.B. Cholesterol oxidation preducts in some muscle foods. J.
Food Sci., v.52, n.6, p.1500, 1987.

PARODI, P.W. The sterol content of milk fat, animal fats, margarines and vegetable
oils. Aust. J. Dairy Technol., v.28, n.3, p.135-137, 1973.

PEN KEM INC. Pen Kem system 3000 automated electrokinetics analyzer:
integrated approach to the study of colloid systems. Bedford Hills: Pen
Kem Inc., 1992a. 6p.

PEN KEM INC. Pen Kem system 3000 automated electrokinetics analyzer:
operation and maintenance manual. Bedford Hills: Pen Kem Inc., 1992b.

PENNINGTON, J.A.T. Dietary nutrient guide. Westport: AV1, 1976.

PENTON, Z. Determination of neutrat lipids by high temperature GC. Part |.
Triglycerides and cholesteryi esters in foods. GC Varian Application Note,
n.22, 1990.

PHILLIPS, J.C.; BUTTERWORTH, K.R.; GAUNT, LF.; EVANS, J.G.; GRASSO, P. Long-
term toxicity study of quillaja extract in mice. Food Cosmet. Toxicol, v.17,
p.23-27, 1979.

187



VIl. Bibliografia

PILLION, D.J.: AMSDEN, J.A.; KENSIL, C.R.; RECCHIA, J. Structure - function
relationship among Quillaja saponins serving as excipients for nasal and ocular
delviery of insulin. J. Pharm. Sci., v.85, n.5, p.518-524, 1996.

POSATI, L.P.; ORR, M.L. Composition of foods: dairy and egg products - raw,
processed, prepared. Consumer and Food Economics Institute, USDA
Agriculture Handbook 8-1, 1976.

POTTER, J.D.; ILLMAN, R.J.; CALVERT, G.D.; CAKENFULL, D.G.; TOPPING, D.L.
Soya saponins, plasma lipids, lipoproteins and fecal bile acids: a double-blind
cross-over study. Nutr. Rep. Int., v.22, n.4, p.521, 1980.

PRASAD, R.: PANDITA, N.N. Variations in the cholesterol content of butter fat. Indian
J. Dairy Sci., v.40, n.1, p.55-57, 1987.

PRICE, K.R.; JOHNSON, I.T.; FENWICK, G.R. The chemistry and biological
significance of saponins in food and feedingstuffs. CRC Critical Reviews in
Food Science and Nutrition, v.26, n.1, p.27-135, 1987.

PUNWAR, J.J). Gas-liquid chromatographic determination of total cholesterol in
multicomponent foods. J. Assoc. Off. Anal. Chem,, v.58, n.4, p.804, 1975.

PUNWAR, J.J. Collaborative study for the comparison of two methods for the
determination of total cholesterol in multicomponent foods. J. Assoc. Off.
Anal. Chem., v.59, n.1, p.46, 19786.

Q. P. CORPORATION. Low cholesterol food preparation by cholesterol
extraction with supercritical carbon dioxide. int. A23C 001/00, A23C
009/16, A23L 001/32, BO1D 011/00. JP n. 87051092. 28 out. 1987.

RAO, AV.; KENDALL, G.W. Dietary saponins and serum lipids. Food Chem.
Toxicol., v.24, n.5, p.441, 1986.

REEVES lll, J.B.; WEIHRAUCH, J.L. Composition of foods: fats and oils - raw,
processed, prepared. Consumer and Food Economics Institute, USDA
Agriculture Handbook 8-4, 1979.

RODRIGUEZ-AMAYA, D. Anidlise de colesterol em alimentos: perspectiva
histérica e tendéncias atuais. In: SEMINAR!O “COLESTEROL: ANALISE,
OCORRENCIA, REDUCAO EM ALIMENTOS E IMPLICAGOES NA SAUDE”,
1996, Campinas. Anais ... Campinas: ITAL, 1996. (p.59-65).

188



VL. Bibliografia

ROSEN, M.J. Comparative effects of chemical structure and environment on the
adsorption of surfactants at the L/A interface and on micellization. In: MITTAL,
K.L. Solution chemistry of surfactants, v.1, p.45. New York: Plenum Press,
1976.

RQOUHI, A.M. Researchers uniocking potential of diverse, widely distributed saponins.
Chemica! & Engineering News, 11 set. 1995, p.28-35, 1995.

RUSSELL, C.E.; GRAY, 1.K.The cholesterol content of dairy products. N. Z. J. Dairy
Sci. Technol., v.14, p.281-289, 1979.

SALVA, T.J.G. Tecnologia para redugdo de colesterol em alimentos:
métodos enzimaticos. In: SEMINARIO “COLESTEROL: ANALISE,
OCORRENCIA, REDUCAO EM ALIMENTOS E IMPLICAGOES NA SAUDE",
1996, Campinas. Anais ... Campinas: ITAL, 1996. (p.7-13).

SCAMEHORN, J.F.; HARWELL, J.H. Surfactant-based separation processes.
Surfactant Science Series, v.33. New York: Marcel Dekker, 1989.

SCAMEHORN, J.F.; SCHECHTER, R.S.; WADE, W.H. Adsorption of surfactants on
mineral oxide surfaces from aqueous solutions. J. Cotloid Intetf. Sci., v.85,
n.2, p.463-478, 1982.

SCHWARTZ, D.P.; BREWINGTON, C.R.; BURGWALD, L.H. Rapid quantitative
procedure for removing cholesterol from butterfat. J. Lipid Research, v.8, p.54-
59, 1987.

SEEMAN, P. Ultrastructure of membrane lesions in immune lysis, osmotic lysis and
drug-induced lysis. Federation Proceedings, v.33, n.10, p.2116-2124, 1974.

SIDHU, G.S.; OAKENFULL, D.G. A mechanism for the hypocholesterolaemic activity
of saponins. British J. of Nutrition, v.55, p.643-649, 1986.

SIMON, S.A.: DISALVO, E.A,; GAWRISCH, K.; BOROVYAGIN, V.; TOONE, E;
SCHIFFMAN, S.S.; NEEDHAM, D.; McINTOSH, T.J. Increased adhesion
between meutral lipid bilayers: interbifayer bridges formed by tannic acid.
Biophys. J., v.66, n.8, p.1943-1858, 1994,

SIRACUSA, P.A.; SOMASUNDARAN, P. The role of mineral dissolution in the
adsorption of dodecylbenzenesulfonate on kaolinite and alumina. Colloids
and Surfaces, n.26, p.55-57, 1987.

189



Vii. Bibliografia

SMALL, D.M.; BOURGES, M.C.; DERVICHIAN, D.G. The biophysics of lipid
associations. I. The ternary systems lecithin-bile salt-water. Biochim. Biophys.
Acta, n.125, p.563-580, 1966.

SOMASUNDARAN, P.; FUERSTENAU, D.W. Mechanisms of alkyl sulfonate
adsorption at the alumina-water interface. J. Physical Chem., v.70, n.1, 1986.

SPERBER, R.M. New technologies for cholestero! reduction. Food Process., v.50,
n.12, p.154-160, 1989.

SUNDFELD, E. Separation of colesterol from butteroil by treatment with
quillaja saponin solution and diatomaceous earth. Davis: Universidade
da California, 1992. 151p. (Tese de mestrado).

SUNDFELD, E.; YUN, S.; KROCHTA, J.M.; RICHARDSON, T. Separation of
cholesterol from butteroil using quillaja saponins. |. Effects of pH, contact time,
and adsorbent. J. Food Process Engineering, v. 16, n.3, p.191-205, 1993a.

SUNDFELD, E.; KROCHTA, 'J.M.; RICHARDSON, T. Separation of cholesterol from
butteroil using quillaja saponins. H. Effects of temperature, agitation, and
conceniration of quillaja solution. J. Food Process Engineering, v. 16, n.3,
p.207-226, 1993b.

SWAISGOOD, H.E. Characteristics of edible fluids of animal origin: milk. In:
FENNEMA, O.W. Food Chemistry. 2 ed. New York: Marcel Dekker, 1985,
p.791-827.

SWEENEY, J.P.; WEIHRAUCH, J.L. Summary of avallable data for cholesterol in
foods and methods for its determination. CRC Crit. Rev. Food Sci. Nutr,, v.8,
p.131-159, 1976.

THE REGENTS OF THE UNIVERSITY OF CALIFORNIA, Esdras Sundfeid, John M.
Krochta, Thomas Richardson. Aqueous process to remove cholesterol
from food products. Int. Cl. A23D 7/00. US PI n.5.370.890, 06 dez. 1994.

THOMPSON, M.P.: BRUNNER, J.R.; STINE, C.M_; LINDQUIST, K. Lipid components of
the fat-globule membrane. J. Dairy Sci., v.44, p.1589-1596, 1961.

TOPPING, D.L.; ILLMAN, R.J.; FENWICK, D.E.; OAKENFULL, D.G. Effects of quitiaja
and soya saponins on plasma cholesterol and faecal steroid excretions in the rat.
Proc. Nutr. Soc. Aust., v.5, p.195, 1980.

VARSHNEY, 1.P.; BEG, M.F.A.; SANKARAM, A.V.B. Saponins and sapogenins from
Quillaja saponaria. Fitoterapia, v.56, p.254, 1985.

190



Vii. Bibliografia

YOKOYAMA, S. Tecnologia para redugdo de colesterol em alimentos. In:
SEMINARIO “COLESTEROL: ANALISE, OCORRENCIA, REDUCAC EM
ALIMENTOS E IMPLICACOES NA SAUDE", 1996, Campinas. Anais ...
Campinas: [TAL, 19986. (p.15-18).

YUGARANI, T.: TAN, B.K; TEH, M.; DAS, N.P. Effects of polyphenolic natural products
on the lipid profiles of rats fed high fat diets. Lipids, v.27, n.3, p.1 81-186, 1992.

ZLATKIS, A.; ZAK, B.; BOYLE, AJ. A new method for the direct determination of serum
cholesterol. J. Lab. Clin. Med., n.41, p.486, 1953.

WALPOLE, R.E.. MYERS, R.H. Probability and statistics for engineers and
scientists. 4 ed. New York: Macmillan, 1989. 765 p.

WARE, B.R. Analytical limits of electrophoretic light scattering. Chemical Analysis,
v.87, p.493-519, 1986.

WINDAUS, A. Uber die Entgiftung der Saponine durch Cholesterin. Hoppe-Seylers
Z. Physiol. Chem., n.42, p.238, 1909.

WINDAUS, A. Uber die quantitative Bestimmung des Cholesterins und der
Cholesterinester in einigen normalen un pathologischen Niersn. Hoppe-
Seylers Z. Physiol. Chem., n.65, p.111, 1910.

WISCONSIN MILK MARKETING BOARD. Cholesteroi reduction technologies
overview: special report. WMMB Research Review, n.2, 1989.

WOOD, D.L.; BITMAN, J. Cholestery! esters of cow's milk. J. Dairy Sci., v.69, n.8,
p.2203-2208, 1986.

181



Vill. Apéndices

VIil. APENDICES

193



Vi, Apéndices

APENDICE A. Balango de massa para estimativa da distribuicdo de
colesterol entre fases resultantes do processo sélido-liquido-liquido
{(SLL)

BASE DE CALCULQ:

O sistema & definido como 1 frasco ao qual foram medidos e adicionados:
MOM: massa de dleo de manteiga anidro (@)
VSQ:  volume de solugdo de quilaia (mi)

MCEL: massa de terra diatomacea - Celite® 545 (g)

DADQOS DE ENTRADA:

Estes dados foram obtidos através de analise das amostras resultantes dos
experimentos:

XOM: teor de colesterol no dlec de manteiga anidro inicial (mg/g)
XFO: teor de colesterol na fase oleosa obtida (My/g)

XT: - teor de colesterol na torta obtida (mg/g)

%OT: teor de Sleo na torta obtida (% m/m)

%UT:  teor de umidade na torta obtida (% m/m)

CALCULOS:

- Massa iotal de colesterol presente no sistema

A massa total de colasterol presente no sistema (MCSIS, em mg) € igual
‘aquela introduzida inicialmente com a massa de dlec de manteiga anidro (MOM, em
g), com teor de cotesterol (XOM, em mg/g) determinado. Assim sendo, temos que:

MCSIS = MOM x XOM

« Massa de colesterol presente na torta

Desconsiderando-se a contribuigdo da quilaia ‘a massa de torta resultante no
sistema, o que & feito por necessidade devido ‘a indisponibilidade de dados, a torta e
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constituida por 3 componentes: Celite® 545 anidro, dleo e umidade. Assim sendo, e
uma vez que os teores de dleo (%OT, em % m/m} e umidade (%UT, em % m/m) na
torta foram determinados, temos que o teor de Celite® 545 na torta obtida (%CEL,
em % m/m) é dado por:

%CEL = 100 - { %0T + %UT )

Sabendo-se a massa de Celite® 545 adicionado ao sistema (MCEL, em g),
pode-se calcular a massa de torta obtida (MT, em g) por:

MT = MCEL 1
weeL X 100

Uma vez que o teor de colestero! na torta obtida (XT, em mg/g) foi determinado,
a massa de colesterol na torta (MCT, em mg) € dada por:

MCT = MT x XT

« Massa de colesterol presente na fase oleosa

Em primeiro lugar, sera desconsiderada uma eventual contribuigido da quilaia ‘a
massa da fase oleosa obtida, por necessidade devido 'a indisponibilidade de dados
e também devido "a sua alta solubilidade no meio aquoso.

Note-se que uma camada fina de textura cremosa, com caracteristicas de uma
emulsdo, pode ser visualizada na interface das fases oleosa e aquosa apos a
centrifugacdo; entretanto, numa analise visual, sua massa ¢ muito pequena
comparativamente “as das demais fases do sistema. Assim, assumiu-se uma perfeita
separacio das fases aquosa e oleosa, desconsiderando uma eventual presenga de
oleo residual associado 'a fase aquosa. Também, como a fase oleosa apresenta um
teor de umidade bastante baixo, tipicamente ao redor de 2 - 3 %, esta contribuigdo 'a
massa de fase oleosa nido serd também considerada. Portanto, considera-se a fase
oleosa como sendo composta unicamente por 6leo anidro.

Note-se que uma certa quantidade de dleo esta associada "a torta, medido pelo
teor de dlec na torta (%OT, em % m/m). Assim sendo, a massa de fase oleosa obtida
(MFO, em g) pode ser caiculada "a partir da massa de dleo de manteiga anidro
adicionada ao sistema (MOM, em g), descontando-se a massa de 6ieo associado "a
torta, por:

MFO = MOM-(M-}O—’E-’!‘L)
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Uma vez que o teor de colesterol na fase oleosa obtida (XFO, em mg/g) foi
determinado, e assumindo-se que ndo ha acumulo seletivo de colesterol na interface
das fases olecsa e aquosa, a massa de colesterol na fase oleosa (MCFQ, em mg) €
dada por:

MCFO = MFO x XFO

» Massa de colesterol presente na fase agquosa

Considerados resultados anteriores, pode-se calcular a massa de colesterol
presente na fase aquosa (MCFA, em mg), por diferenca, como:

MCFA = MCSIS - MCT - MCFO

Sabendo-se o volume de solugdo aquosa de quilaia adicionado ao sistema
(VSQ, em ml), desconta-se aquela associada ‘a terra diatomdcea e determinada
através do teor de umidade da torta (%UT, em % m/m), pode-se entdo estimar 0
volume de fase aquosa obtida (VFA, em ml) como:

VFA = VSO -(M%B&ﬂ)

Note-se que foi assumida uma perfeita separacéo das fases aquosa e oleosa,
desconsiderando-se a eventual presenca de solugio aguosa associada ‘a fase
oleosa.

Pode-se entdo, a partir destes resultados, estimar a concentragéo de colesterol
na fase aquosa (XFA, em mg/ml) por:

XEA = -MCFA
VFA

» Outros dados relevantes

E relevante comparar os teores de colesterol determinados nas fases oleosas
com aqueles calculados & denominados teores hipotéticos de colesterol no o6ieo
associado ‘a torta, resultantes dos mesmos tratamentos, como indicativo da
seletividade da separacéo.

Considere-se que podem ser calculados teores hipotéticos de colesterol no dleo
associado "a torta (XOT, em mg/g), obtidos como segue com base nos teores
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determinados de colesterol (XT, em mg/g) & dleo (%OT, em % m/m) na torta, seriam
iguais.

xoT = XL » 100
%OT

Considere-se agora a hipétese de que todo ¢ colesterol presente na torta ndo é
resultado de uma acumulagao seletiva, mas simplesmente consequéncia da oclusdo
mecénica da fase ofeosa contendo colesterol. Se esta hipStese se verifica, os teores
de colesterol medidos na fase oleosa (XFO, em mg/g} e os teores hipotéticos de
colesterol no Gleo associado 'a torta calculados (XOT, em mg/g), seriam iguais.

Uma segunda abordagem relevante ¢ estimar a quantidade de colesterol que,
presente na torta, poderia estar seletivamente associado (XCELT, em mg/g). Para
tanto, desconta-se da quantidade total de colesterol presente na torta (MCT, em mg)
aquela associada ‘a fase olecsa mecanicamente ocluida (e cujo teor de colesterol é
igual ao da fase oleosa, XFO, em mg/g), e divide-se a guantidade de colesterol
restante assim obtida pela massa de Celite® 545 presente no sistema (MCEL, em g),
como segue:

MCT - (%O0T /7 100 x MT x XFO)

XCELT = MCEL
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APENDICE B. Balango de massa para estimativa da distribuigdo de
colesterol entre fases resultantes do processo liquido-liquido (L1}

BASE DE CALCULO:

O sistema é definido como 1 frasco ao qual foram medidos e adicionados:
MOM: massa de dlec de manteiga anidro (@)
VSQ: volume de solugéo de quilaia (ml)

DADOS DE ENTRADA:

Estes dados foram obtidos através de andlise das amostras resultantes dos
experimentos:

XOM:  teor de colesterol no 6leo de manteiga anidro inicial {mg/g)

XFO: teor de colesterot na fase oleosa obtida (mg/g)

CALCULOS:

» Massa total de colesterol presente no sistema

A massa total de colestero! presente no sistema (MCSIS, em mg) ¢ igual
‘aguela introduzida inicialmente com a massa de 6leo de manteiga anidro (MOM, em
@), com teor de colesterol (XOM, em mg/g) determinado. Assim sendo, temos que:

MCSIS = MOM x XOM

« Massa de colesterol presente na fase oleosa

Em primeiro lugar, ser4 desconsiderada uma eventual contribuico da quilaia "a
massa da fase oleosa obtida, por necessidade devido “a indisponibitidade de dados
e também devido 'a sua alta solubilidade no meio aquoso. Também, desprezando a
pequena quantidade de emulsio na interface das fases oleosa e aquosa (vide
Apéndice A), assumiu-se uma perfeita separagdo das fases aquosa e oleosa,
desconsiderando uma eventual presenca de 6leo residual associado "a fase aguosa.
Também, como a fase oleosa apresenta um teor de umidade bastante baixo,
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tipicamente ao redor de 2 - 3 %, esta contribuigdo "a massa de fase oleosa também
ndo sera considerada. Portanto, considera-se a fase oleosa como sendo composta
unicamente por Gleo anidro, com massa igual "a do oleo de manteiga anidro (MOM,
em g).

Uma vez que o teor de colesterol na fase oleosa obtida (XFO, em mg/g) foi
determinado, e assumindo-se que ndo ha acdmuio seletivo de colesterol na interface
das fases oleosa e aquosa, a massa de colesterol na fase olecsa (MCFO, em mg) &
dada por:

MCFC = MOM x XFO

* Massa de colesterol presente na fase aquosa

Considerados resultados anteriores, pode-se calcular a massa de colesterol
presente na fase aquosa (MCFA, em mg), por diferanga, como:

MCFA = MCSIS - MCFO

Sabendo-se o volume de solucdo aquosa de quilaia adicionado ao sistema
(VSQ, em mi), ¢ mantidas as considera¢des feitas anteriormente, pode-se entdo
estimar a concentracdo de colesterol na fase aquosa (XFA, em mg/ml) por:

= MCFA
XFA vsa
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APENDICE C. Resultados detalhados do estudo do efeito da temperatura

nos niveis de

remocdo de colesterol

separagio sdlido-liquido-liquido (SLL)

TABELA C.1. Andlise de varidncia: efeito da temperatura
fase oleosa resultante do processo SLL.

Andlise de varidncia

obtidos pelo processo de

no teor de colesterol da

Fonte Graus de | Soma dos | Quadrado F Prob > F
liberdade | quadrados meédio (P)
Temperatura 2 0,0005262 | 0,0002631 0,05 00,9502
Residuo 8 0,0409614 | 0,0051202
Comparagdo das meédias dos tratamentos
Temperatura Na Colesterol P Grupo ©
45°C 3 2,46 + 0,07 A
55°C 4 2,46 + 0,07 A
85°C 4 2,48 £ 0,08 A

2 numero de observagdes; 0 média + desvio padrie do teor de colesterol, em mg/g de amostra; ¢
fratamentos num mesmo grupo ndo sdo distintes, a nivel de significancia de 5%, de acordo com 0 teste
de Tukey. Outros parAmetros experimentais: teor de colesterol no dleo de manteiga: 2,71 mg/g; quilaia:
BELL; proporgéo olec de manteiga/solucio de quilaia: 50 g / 50 mi; concentragéo da solucao de quilaia:
0,10 g/ml; tarra diatomacea: 0,10 g Celite® 545/g 6lec de manteiga; pH da solucao de quilaia: 4,2.

TABELA C.2. Andlise de variancia: efeito da temperatura no teor de colesterol da
torta resultante do processo SLL.

Andlise de varidncia

Fonte Graus de { Soma dos | Quadrado F Prob > F
liberdade |quadrados médio P
Temperatura 2 0,0009035 | 0,0004518 0,38 0,6961
Residuo 9 0,0107787 § 0,0011976
Comparacio das medias dos tratamentos
Temperatura N8 Colesterol b Grupo ©
45°C 4 0,24 £ 0,06 B
55°C 4 0,23 £0,02 B
65°C 4 0,22 1 0,01 B

A numero de observacdes; © média + desvio padrao do teor de colesterol, em ma/g de amostra; ©
tratamentos num Mesmo grupo nAo séo distinios, a nivel de significancia de 5%, de acordo com o teste
de Tukey. Outros parametros experimentais: teor de colesterol no dlen de manteiga: 2,71 mg/g; quilaia:
BELL; proporgao oleo de manteiga/solucao de quilaia: 50 g / 50 ml; concentragdo da solugéo de quilaia:
0,10 g/m; terra diatomacea: 0,10 g Ceiite® 545/g dleo de manteiga; pH da solucdo de quilaia: 4,2.
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TABELA C.3. Teores de umidade e dleo nas tortas resultantes do estudo do efeito
da variacdo de temperatura no processo SLL.

Temperatura Composicdo da torta P
(°C) N&aj 9% adleo (m/m) | Na{% umidade (m/m)
45 2 53+02 4 56,5t0,4
55 2 5807 4 57,3+ 1,3
65 2 4,9+ 0,2 4 56,6 £ 0,5
Média Global 6 53105 12 56,8 £ 0,8

2 ngmero de observagbes; P média + desvio padrio.

TABELA C.4. Concentracbes de colesterol na fase aguosa e seletivamente
associado "a torta, obtidos por balango de massa, para estudo do efeito da variagdo
de temperatura no processo SLL.

Concentracio de colesterol
Temperatura na fase aquosa associado ao Celite®
=C) (XFA, mg/ml) (XCELT, mg/g)
45 0,25 0,32
55 0,26 0,24
65 0,24 0,26
Média Globai 0,25 0,27
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APENDICE D. Resultados detalhados do estudo do efeito combinado do
pH da solugdo de quilaia e da temperatura nos niveis de remocdo de
colesterol obtidos pelo processo sélido-liquido-liquido (SLL)

TABELA D.1. Andlise de varidncia: efeito combinado do pH da solug&c de quilaia e
da temperatura no teor de colesterol da fase oleosa resuitante do processo SLL.

Andlise de varidncia

Fonte Graus de | Soma dos | Quadrado F Prob > F
liberdade | guadrados médio (P)
pH 2 0,4855382 | 0,2427691 24,90 0,0001
Temperatura 1 0,0119698 | 0,0119698 1,23 0,2833
oH*Temperatura 2 0,0332648 | 0,0166324 1,71 0,2113
Residuo 17 0,1657547 | 0,0097503
Comparag¢do das médias dos tratamentos
pH Na Colesterol b Grupo ©
3,0 8 243012 A
4,2 7 2,61 +0,04 B
7,0 8 2,77 £ 0,12 C
Temperatura Na Colesterol b Grupo ©
45°C 12 258+ 0,17 A
65°C 11 2,63+0,18 A
Tratamento Na Colesterol P Grupo €
pH / Temperatura
3,0/45°C 4 2,40 +0,13 A
3,0/ 65°C 4 2,45+ 0,12 A B
4,2 [ 45°C 4 2,63+0,04 B C D
4,21 65°C 3 2,58 £0,03 A B C
7.0/45°C 4 2701012 C D
7,0/ 65°C 4 2,84 £0,07 D

& namero de observacdes; P média + desvio padrio do teor de colesterol, em mg/g de amostra; ©
tratamentos num mesmo grupo nao sac distintos, a nivel de significancia de 5%, de acorde com o teste
de Tukey. Outros parametros experimentais: teor de colesterol no Sleo de manteiga: 2,71 mg/g; quilaia:
BELL; proporgZo dleo de manteiga/solugiio de quilaia: 50 g / 50 mi; concentracdo da solucso de quilaia:
0,10 g/mi; terra diatomécea: 0,10 g Celite® 545/g 6leo de manteiga.
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TABELA D.2. Andlise de variancia: efeito combinado do pH da soluggo de quilaia e
da temperatura no teor de colesterol da torta de terra diatomacea resultante do
processo SLL.

Andlise de varidncia

Fonte Graus de | Soma dos | Quadrado F Prob>F
[iberdade | quadrados médio P
nH 2 |0,0404116 | 0,0202058 | 14,31 0,0003
Temperatura 1 0,0000084 | 0,0000084 0,01 0,9393
pH*Temperatura 2 0,0208859 | 0,0104430 | 7,40 0,0053
Residuo 16 0,0225911 1 0,0014119
Comparacdo das médias dos tratamentos
pH Na Cotesterol D Grupo ©
3,0 8 0,31 £ 0,03 A
42 7 0,24 £ 0,05 B
7,0 7 0,20 + 0,06 B
Temperatura Na Colesterol b Grupo ©
45°C 11 0,25 £ 0,05 A
65°C 11 0,25 + 0,08 A
Tratamento N2 Colesterot 0 Grupo ©
pH / Temperatura
3,0 /45°C 4 0,30 £ 0,02 A
3,0/ 65°C 4 0,31 £ 0,04 A
4,2 [ 45°C 4 0,21 £0,03 B C
4.2 /65°C 3 0,28 + 0,03 A B
7,0/145°C 3 0,24 = 0,05 A B C
7,0165°C 4 0,16 £ 0,05 C

@ namero de observacdes; B média + desvio padrao do teor de colesterol, em mg/g de amostra; ©
fratamentos num mesmo grupe niop s&o distintos, a nivel de significancia de 5%, de acordo com 0 teste
de Tukey. Outros parameiros experimentais: teor de colesterot no dieo de manteiga: 2,71 mg/g; quilaia:
BELL; propor¢3o dleo de manteiga/solugdo de quilaia: 50 g / 50 mi; concentracio da solugao de quilaia:

0,10 g/ml; terra diatomécea: 0,10 g Celite® 545/ éleo de manteiga.
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TABELA D.3 Teores de umidade e éleo nas tortas resultantes do estudo do efeito
da variagcdo do pH da solugio de quilaia e da temperatura no processo SLL.

Tratamento Composicédo da torta &
pH / Temperatura Na| % dleo (m/m) | N2 % umidade (m/m)

3,0/45°C 2 7,.3+0,8 4 54,3105
3,0/65°C 2 59+22 4 55,5 £0,4
4.2/145°C 2 7,0+0,1 4 55,2+0,8
4,2/65°C 2 64+1,1 4 65,0 £ 5,3
7,0/45°C 2 58+0,5 4 434 +9.2
7,0/65°C 2 57+09 4 55,8 +0,5

Média Global 12 64+1,2 24 549175

2 nimero de observagdes; ° média + desvio padrao.

TABELA D.4. Concentragdes de colesterol na fase aquosa e seletivamente
associado ‘a torta, obtidos por balango de massa, para estudo do efeito da variagdo
do pH da solugéo de quilaia no processo SLL.

Concentrac¢do de colesterot
pH na fase aquosa | associado ao Celite®
(XFA, mg/ml) (XCELT, mg/g)
3,0 0,29 0,38
4.2 0,119 0,24
7,0 - 0,20
Média Global 0,20 0,28
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APENDICE E. Resultados detalhados do estudo do efeito combinado da
concentracdo da solug¢do de quilaia (CSQ) e da quantidade de terra
diatomacea (QTD) nos niveis de remogdo de colesterol obtidos pelo
processo soélido-liquido-liquido (SLL)

TABELA E.1. Andlise de varidncia: efeito combinado da concentragdo da solugdo
de quilaia (CSQ) e da quantidade de terra diatomdcea (QTD) no teor de colesterol da
fase oleosa resultante do processo SLL.

Andlise de variancia

Fonte Graus de | Soma dos | Quadrado F Prob > F |
liberdade | quadrados | médio (P)
CSQ 3 0,8190915 { 0,3063638 | 23,58 | 0,0001
QTD 2 1,1305366 | 0,5652683 | 43,51 0,0001
CQS*QTD 6 0,2005404 | 0,0334234 | 2,57 0,0379
[Residuo 32 0,4157308 | 0,0129916
L Comparagio das médias dos tratamentos
Conc. solugdo de quilaia (CSQ) | N2 Colesterol © Grupo ©
0,05 g mi-1 70 224+0,19 |A
0,15 g mi-1 10 214+0,13 (A
0,25 ¢g mi-1 12 2,17 £ 0,20 A
0,35 g mi-1 12 1,88 £ 0,29 B
Quant. terra diatomacea (Q1D) | N& Colesterol D Grupo ©
0,05 g g1 dleo 14 2,29+ 0,13 A
0,15g g1 dleo 14 213 +0,17 B
0,25 g g1 dleo 16 1,91 £0,25 C
Tratamento CSQ / QTD N & Colesterol b Grupo c
0,05 gmi1/0,05gg? dleo 3 239013 A
0,06 gmi-1/0,15gg1 dleo 3 224010 KA B
0,06 gmi-1/0,25 gg-1 dleo 4 214019 A B C
0,15gmi-1/0,05gg1 éleo 3 224008 |A B
0,15gmi-1/0,15g g1 éleo 3 '222+006 A B
0,15 gmi-1/0,25 g g1 dleo 4 2,01 +£0,05 B C
0,25 gmi-1/0,05gg-1 dleo 4 237006 (A
0,25 gmi-170,15g g1 dleo 4 220+0,14 KA B
0,25 g mi-1/0,25 g g-1 dleo 4 1,94 + 0,05 B C
0,35 gmir1/0,05gg1 dleo 4 217£0,11 A B C
0,35gmir1/0,15gg1 dleo 4 1,91 £ 0,09 C
0,35 gmi-1/0,25 g g1 dteo 4 1,55 £ 0,17 D

a pumero de cbservagdes; © média + desvio padric do teor de colesterol, em mgig de amostra; ©
fratamentos num MesSMo grupo n3o sio significativamente distintos, a nivel de significancia de 5%, de
acordo com o teste de Tukey. Outros parametros experimentais: eor de colesterot no dieo de manteiga:
2,71 mglg; quilaia: BELL; proporgao dleo de manteiga/solugéo de quilaia: 50 g/50 mi; temperatura: 65 °C;
pH da solucao de quilaia: 4,2
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TABELA E.2. Andlise de varidncia: efeito combinado da concentragio da solucdo
de quilaia (CSQ) e da quantidade de terra diatomédcea (QTD) no teor de colesterol da
torta de terra diatomécea resultante do processo SLL.

Andlise de variancia

Fonte Graus de | Soma dos | Quadrado F Prob > F
liberdade | quadrados | medio {P)
CSQ 3 0,3636383 10,1212128 | 64,88 | 0,0001
QTD 2 0,7128762 | 0,3564381 | 190,79 | 0,0001
CQS*QTD 6 0,0053597 | 0,0008033 { 0,48 0,8199
Residuo 35 0,0653869 | 0,0018682
Comparagdo das médias dos tratamentos
Conc. solugdo de quilaia N & Colesterol © Grupo ©
0,05 g mi-1 12 0,31 £ 0,12 A
0,15 g mi-1 11 0,46 £ 0,14 B
0,25 g mi-1 12 0,51 £ 0,14 C
0,35 g mi-1 12 0,53 £ 0,14 C
Quani. terra diatomacea YE Colesterol b Grupo ©
0,059 g 1 dleo 15 0,32+0,08 WA
0,15 g g-1 dlec 16 0,42 +0,11 B
0,25 9_9'1 Sleo 16 0,61 £ 0,11 C
Tratamento CSQ 7/ QTD N& Colesterol D Grupo ©
0,05 gmi-1/0,05 gg-1 éleo 4 0,20 £ 0,01 A
0,05 gmi-1/0,15g g1 dleo 4 027+002 A B
0,05gml-1/025gg7 dleo 4 0,46 + 0,03 ~ D E
0,15gmi-1/0,05g g1 6leo 3 030£001 A BC
0,15gmi-1/0,15g g1 dieo 4 0,43+ 0,04 D E
0,15 gmi-1/0,25 g g1 dleo 4 0,61 £ 0,07 _ _ F
0,25 gmi-1/0,05 g g1 bleo 4 0,37 £ 0,02 B C D
0,25 gmi-1/0,15 g g bleo 4 048 +0,08 E
0,25gml-! /0,25 g g1 dleo 4 0,68 £ 0,02 F
0,35gmi-170,05gg1 dleo 4 0,39 £ 0,05 C DE
0,35 gmi-1/0,15gg1 dleo 4 0,50 + 0,04 E
0,35 gmi-1 70,25 g_g" oleo 4 0,71 £ 0,01 F

a numero de observacdes; @ média + desvio padrio do teor de colesterol, em mg/g de amostra; ¢
tratamentos NUM MESMo grupo nao sio significativamente distintos, a nivel de significancia de 5%, de
acordo com o teste de Tukey. Oulros parameltros experimentais: teor de colestero! no dleo de manteiga:
2,71 mglg; quilaia: BELL; proporcéo Sleo de manteiga/solugdio de quilaia: 50 g/50 ml; temperatura: 65 °C;
pH da solugio de quilaia: 4,2.
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TABELA E.3. Teores de umidade e 6leo nas tortas resultantes do estudo do efeito
da variagio da concentragdo da solucdo de quilaia (CSQ) e da quantidade de terra
diatomacea (QTD) no processo SLL.

Tratamento Composicdo da torta P

CSQ (g/ml) QTD (g/g dleo) | N2a| % dleo (m/m) | Na [% umidade (m/m)
0,05 2 3,8+03 4 56,0+ 0,6
0,05 0,15 2 55+0,86 4 56,6 +0,1
0,25 2 [ 122%0,1 4 | 549+06
0,05 2 3,3+05 4 56,0 +£0,6
0,15 0,15 2 7,5+£1.8 4 52,7109
0,25 2 10,3+ 3,8 4 53,017
0,05 2 7,6+£24 4 50,0+ 1,8
6,25 0,15 2 9,5+0,7 4 50,7 t1,4
0,25 2 13,51+0,7 4 478 +1,2
0,05 2 6,0£29 4 50,0+1,8
0,35 0,15 2 7,3+21 4 499+14
_ 0,25 2 11,6+15 4 479 +1,1
Meédia Global 24 8,2+t35 48 52,1 £3,3

a numero de observagtes; ? média + desvio padr&o.

TABELA E.4. Concentragbes de colesterol na fase aquosa e seletivamente

associado ‘a torta, obtidos por balan¢o de massa, para estudo do efeito da

quantidade de terra diatomacea (QTD) no processo SLL.

—_Tratamento Concentragdo de colesterol
csQ QTD na fase aquosa | associado ao Celite®
(g/ml) (c/g Gleo) (XFA, mg/ml) (XCELT, mg/g)

0,05 0,33 0,26

0,05 0,15 0,53 0,39
0,25 0,72 0,67

0,05 0,47 0,57

0,15 0,15 0,49 0,65
0,25 0,67 1,07

0,05 0,33 0,45

0,25 0,15 0,50 0,62
0,25 0,72 1,08

0,05 0,54 0,60

0,35 0,15 0,82 0,86
) 0,25 1,19 1,31

Média Global 0,61 0,71
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TABELA E.5. Concentracdes de colesterol na fase aquosa e seletivamente
associado "a torta, obtidos por balango de massa, para estudo do efeito da
concentragdo da solugdo de quilaia (CSQ) no processo SLL. :

Tratamento Concentracdo de colesterol |
QTD csQ na fase aquosa | associado ao Celite®
(g/g Gleo) (o/mi) (XFA, mg/mt) (XCELT, mg/g)
0,05 0,33 0,26
0,05 0,15 0,47 0,57
0,25 0,33 0,45
0,35 0,54 0,60
0,05 0.53 0,39
0,15 0,15 0,49 0,65
0,25 0,50 0,62
0,35 0,82 0,86
0,05 0,72 0,67
0,25 0,15 0,67 1,07
0,25 0,72 1,08
) 0,35 1,19 1,31
Media Global 0,61 0,71
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APENDICE F. Resultados detalhados do estudo da evolugdo do teor de
colesterol na fase oleosa com o tempo de contato nas etapas dos
processos de separagcdo LL e SLL

TABELA F.1. Evolugdo do teor de colesterol na fase oleosa com o tempo de contato
na etapa liquido-liquido (LL) a vérias concentracdes da solugdo de quilaia.

Concentragdo da solugéo de quilaia = 0,05 g/ml

Tempo de contato na etapa Colesterol na fase oleosa b
liquido-liguido (min) N & Média Limite inferior { Limite superior
0 3 2,75 2,53 2,98
10 4 2,59 2,40 2,79
20 4 2,71 2,60 2,82
30 4 2,56 2,46 2,65
60 3 2,49 2,24 2,75
90 4 2,47 2,20 2,74
Concentragdo da solucdo de quilaia = 0,20 g/mi
Tempo de contato na etapa Cotesterol na fase oleosa P
liquido-liquido {min) N & Média Limite inferior | Limite superior
0 3 2,75 2,53 2,98
10 4 2,51 2,38 2,65
20 3 2,33 2,25 2,41
30 4 2,33 2,23 2,43
60 4 2,07 1,86 2,27
90 4 2,22 2,17 2,27
Concentracdo da solug8o de quilaia = 0,35 g/ml
Tempo de contato na etapa Colesterol na fase oteosa D
liquido-liquido (min}) N2 Média Limite inferior | Limite superior
0 3 2,75 253 2,98
10 4 2,34 2,24 2,44
20 4 2,28 212 2,44
30 3 2,28 2,19 2,38
60 4 2,26 2,22 2,30
90 4 2,13 2,11 2,15

a numero de observactes; P média s intervalo com nivel de confianca de 95%, em mg/g amostra. Qutros
parametros experimentais: teor de colesterol no 6leo de manteiga: 2,75 mg/g; quilaia: BELL; proporgao
solugao de quitaia/oleo de manteiga: 50 ml50 g; pH da solugao de quilaia: 4,35; agitacdo: #6 ;
temperatura: 55 °C. _
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TABELA F.2. Evolucdo do teor de colesterol na fase oleosa com o tempo de contato
na etapa sélido-liquido-liquido (SLL) a varias concentracbes da solugdo de guilaia.

Concentracdo da solucdo de quilaia = 0,05 g/ml

Tempo de contato na etapa Colesterol na fase oleosa b
solido-liquido-fiquido (min) | N & Meédia Limite inferior j Limite superior
0 4 2,65 2,55 2,75
10 4 2,59 2,54 2,64
20 3 2,63 2,50 2,76
30 4 2,49 2,21 2,78
60 3 2,44 2,10 2,79
90 4 2,69 2,50 2,69
Concentracio da solugdo de quilaia = 0,20 g/ml
Tempo de contato na etapa Colesterot na fase oleosa P
solido-liguido-liquido (min) | N @ Média Limite inferior | Limite superior
0 4 2,16 1,95 2,36
10 4 2,21 2,08 2,33
20 4 2,19 1,90 2,47
30 4 2,13 1,91 2,35
860 3 1,96 1,81 2,10
90 4 1,98 1,60 2,36
Concentragdo da solucdo de quilaia = 0,35 g/ml
Tempo de contato na etapa Colesterol na fase oleosa P
solido-liquido-liquido (min) | N & Média Limite inferior | Limite superior
0 4 1,72 1,57 1,88
i0 4 1,71 1,57 1,85
20 3 1,70 1,63 1,76
30 4 1,71 1,62 1,79
60 2 1,60 1,25 1,96
90 3 1,61 1,45 1,77

a nimero de observactes; P média e intervalo com nivel de confianca de 95%, em mg/g amostra. Outres
parametros experimeniais; teor de colesterol no dleo de manteiga: 2,75 mg/g; quilaia: BELL; proporgao
solug@o de quilaia/bleo de manteiga: 50 miiS0 g; terra diatomacea: 0,15 g Celite® 545/g dleo de
manteiga; tempo de contato na etapa lquido-diquido: 90 min.; pH da solucao de quilaia: 4,35; agitacdo:
#6 ; temperatura: 55 °C.
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APENDICE G. Resultados detalhados do estudo da distribuicdo de
colesterol entre as fases resultantes dos processos de separagdo LL e
SLL

TABELA G.1. Teores de colesterol nos dleos de manteiga iniciais e nas fases
oleosas resultantes do processo de separagdo LL, a varias concentracbes da solugdo
de quilaia.

Concentracdo Teor de colesterol (mg/g) ©
da solugdo de Oleo de Fase
quitaia (g/ml) N manteiga Na oleosa
4 0,73 £ 0,01 4 0,73 £ 0,01
4 1,27 £0,15 3 1,20 =+ 0,04
0,05 4 1,80 £ 0,09 4 1,65 + 0,09
4 2,36 £ 0,15 4 2,21 +0,09
4 3,04 £ 0,10 4 2,66 £ 0,07
4 0,73 £ 0,01 4 0,73 +£0,02
4 1,27 £ 0,15 3 1,21 £ 0,08
0,20 4 1,80 £ 0,09 4 1,63 + 0,03
4 236 +0,15 4 2,10 £ 0,09
4 3,04 £ 0,10 4 2,47 £ 0,14
4 0,73 £ 0,01 4 0,73 £ 0,01
4 1,27 £ 0,15 3 1,15 + 0,02
0,35 4 1,80 + 0,09 4 1,63 + 0,07
4 2,36 £ 0,15 4 2,06 £ 0,08
4 304 +£0,10 4 245 £ 0,05

a namero de observactes: P média + desvio padrio. Outros parametros experimemais: quitaia: BELL;
proporgio solucio de quitaia/tlec de manteiga: 50 ml/50 g; pH da solugdo de quilaia: 4,15; temperatura:

55 °C.
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TABELA G.2. ConcentracOes de colesterol na fases aquosas, obtidas por balango
de massa, para estudo da distribuicdo de colesterol enire fases resultantes do
processo de separagdo LL, a varias concentragbes da solucéo de quilaia.

Tratamento Concentracéo de
Concentragdo Oleo colesterol na
da solugido de de manteiga fase aquosa
quilaia (g/ml) (mg colesterol/g) (XFA, mg/mi)
0,73 0,01
1,27 0,06
0,20 ' 1,80 0,17
2,36 0,26
3,04 0,57
0,73 0,01
1,27 0,12
0,35 1,80 0,17
2,36 0,30
3,04 0,60

Parametros experimentais: guitaia: BELL; proporedo solugio de quilaia/élec de manteiga: 50 ml/50 g; pH
da solugiio de quilaia: 4,15; temperatura: 55 °C.
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TABELA G.3. Teores de colesterol nos dleos de manteiga iniciais, fases oleosas e
tortas resultantes do processo de separagdo SLL, a varias concentragdes da solugio

de quilaia.

Concentragio da Teor de colesterol (mg/g) b
solugdo de quitaia Oleo de Fase Torta
(g/ml) Na8[ manteiga [N& oleosa Na anidra
4| 0,730,001 | 4 | 074008 | 4 | 0,19+0,02
4 1,27+015 | 4 | 1,22£0,02 | 3 | 0,31 +0,03
0,05 41 180009 | 4 { 162007 | 4 | 0,450,003
4 | 236+0,15 | 4 195+0,09 | 4 | 0,656%0,03
4 | 3,040,310 | 4 | 263£0,17 | 4 | 0,72+0,04
4 | 0,73+£0,01 4 1 073£002 | 4 | 0,16+0,05
4 1,87 £ 0,15 4 1,140,068 | 4 0,34 £ 0,04
0,20 4 1,80+009 | 4 | 1,62%0,11 4 | 0,52+£0,02
4 | 2361015 | 4 | 201007 | 3 { 0,76+0,09
4 | 304£010 | 4 | 24210,13 { 3 | 1,02+0,13
4 | 0,73£0,01 4 | 0,73+0,06 | 4 | 0,17 £0,02
4 1,27+0,15 | 4 | 1,18+£0,08 | 4 | 0,42+0,05
0,35 4 180009 | 4 |} 1,52£0,14 | 4 | 0,65+0,09
4 1 238+0,15 | 4 | 1,77+0,12 | 4 | 0,880,116
4 3,04 + 0,10 4 2,11 +£0,19 4 1,20 £ 0,14

2 ngmero de observacdes; D media + desvio padrdo. Outros parAmetros experimentais: quilaia: BELL;
proporgdo solugdo de quilaia/Gieo de manteiga: 50 ml/50 g; terra diatomacea: 0,15 g Celite® 545/g Gieo
de manteiga; pH da sclugdo de quilaia: 4,15; temperatura: 55 °C.
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TABELA G.4. Teor de 6leo nas tortas resultantes do estudo da distribuicdo de
colesterol entre fases resultantes do processo de separagdc SLL, a varias
concentracdes da solugdo de quilaia.

Tratamento Torta anidra
Concentracdo da solucdo de Oleo de manteiga Teor de dleo b
quitaia (g/mf) (mg colesterol/g) N2 (% m/m)
0,73 2 209112
1,27 2 16,3+4,0
0,05 1,80 2 15,3104
2,36 2 16,1 £ 0,3
3,04 2 13,3+ 1,1
0,73 2 149158
1,27 2 14,7 £ 3,0
0,20 1,80 2 127 +1,9
2,36 2 16,8 £ 1,0
3,04 2 18,6 + 1,1
0,73 2 11,2+2,7
1,27 2 16,8 £ 1,0
0,35 1,80 2 17,9+3,8
2,36 2 18,6 £3,5
3,04 2 18,4 +4.,0

a nGmero de observages; D média + desvio padréio. Parametros experimentais: quilaia: BELL; propor¢cao
solugiio de quilaia/dleo de manteiga: 50 mif50 g; terra diatomacea: 015 g Celite® 545/ dleo de
manteiga; pH da solugao de quilaia: 4,15; termperatura: 55 =C.
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TABELA G.5. ConcentragBes de colesterol na fase aguosa e seletivamente
associado 'a torta, obtidas por balango de massa, para estudo da distribuicio de
colesterol entre fases resultantes do processo de separacdo SLL, a vérias
concentracBes da solugdo de quilaia.

Tratamento Concentragdo de
Concentracio Oleo colesterol
da solucdo de de manteiga na fase aquosa jassociado ao Celite®
quilaia (g/mi) (mg colesteroi/g) (XFA, mg/ml) (XCELT, mg/g)
0,73 0,02 0,07
1,27 | 0,09 0,21
0,20 1,80 0,13 0,36
2,36 0,30 0,50
3,04 0,46 0,68
0,73 0,04 0,10
1,27 0,09 0,27
0,35 1,80 0,21 0.47
2,36 0,48 0,69
3,04 0,78 1,01

Parameiros experimentais: quitaia: BELL; proporgédo solugéio de quilaia/dlen de manteiga: 50 mi/50 g;
terra diatoméacea: 0,15 g Celite® 545/g 6leo de manteiga; pH da solugao de quilaia: 4,15; temperatura: 55
°C.
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TABELA G.6. Calculo da evolugdo dos teores de colesterol na fase oleosa em
fungdo do numero de estagios de equilibrio aplicados no processo de separacdo LL
em fluxo cruzado.

CondicGes de processo.
- Concentracio da solugio de quilaia: 0,35 g quilaia BELL/mI solugdo
» Terra diatomdcea: 0,15 g Celite® 545/q dlec de mantsiga
- Proporgdo solugdo de quilaia/élec de manteiga: 1 mif1 g
» pH da solu¢do de quilaia: 4,15
» Temperatura: 55 °C
» Teor de colesteroi no éleo de manteiga inicial: 2,40 mg/g
« Equagdo descrevendo o equilibrio em cada estagio de contato:
Y = -0,0050313 + 1,0366 X - 0,074272 X2 (R2=0,999)
onde: X = teor de colesterol no que entra no estagio de separacdo, em mgfg, e
Y = teor de colesterol que sai do estagio de separagéo, em mg/g.

Teor de colestero! (mg/g) Nivel de
no 6leo no éleo remocdo de
que entra no que sai do Estagio colesterol
estdgio de separacdo separagdo ne no estagio | cumulativo
X) (Y) (%) (%)
2.40 2.06 1 14.37 14.37
2.06 1.81 2 11.85 2452
1.81 1.63 3 10.07 32.12
1.63 1.49 4 8.75 38.06
1.49 1.37 5 7.72 42.84
1.37 1.28 6 6.90 48.78
1.28 1.20 7 6.22 50.09
1.20 1.13 8 5.66 52.92
1.13 1.07 9 5.18 55.35
1.07 1.02 10 477 57.48
1.02 0.98 11 4.41 59.36
0.98 0.94 12 4.10 61.02
0.94 0.90 13 3.83 62.52
0.90 : 0.87 14 3.58 63.86
0.87 0.84 15 3.36 85.07
0.84 0.81 16 3.17 66.18
0.81 0.79 17 299 67.19
0.79 0.77 18 2.83 68.12
0.77 0.74 19 2.68 68.97
0.74 0.73 20 2.55 69.76
0.73 0.71 21 242 70.50
0.71 0.69 22 2.31 71.18
0.69 0.68 23 2.21 71.81
0.68 0.66 24 2.11 72.41
0.66 0.65 25 2.02 72.96
0.65 0.64 26 1.93 73.49
0.64 0.62 27 1.86 73.98
0.62 0.61 28 1.78 74.44
0.61 0.60 29 1.72 74.88
0.60 0.59 30 1.65 75.30
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TABELA G.7. Célculo da evolucdo dos teores de colesterol na fase oleosa em
fun¢do do numero de estagios de equilibrio aplicados no processo de separagdo SLL

em fluxo cruzado.

Condi¢cfes de processo:

» Concentragdo da solugdo de quilaia: 0,35 g quilaia BELL/m! solugdo
* Terra diatomdcea: 0,15 g Celite® 545/g dleo de manteiga

* Propor¢éo solugdo de quilaia/dlec de manteiga: 1 mif1 g

* pH da solucdo de quilaia: 4,15

* Temperatura: 55 °C

* Teor de colesterol no Oleo de manteiga inicial: 2,40 mg/g

* Equacéo descrevendo o equilibrio em cada estagio de contato:

(R2 = 0,999)

onde: X = teor de colesterol no que entra no estégio de separacdo, em mg/g, e
Y = teor de colesterol que sai do estagio de separagfo, em mg/g.

Y = -0,0050313 + 1,0366 X - 0,074272 X2

Teor de colesterol {mg/g) Nivel de
no dieo no 6ieo remogao de
que entra no que sai do Estagio colesterol
estagio de separagdo separagao ne no estagio | cumulativo
{X) (Y) (%) (%)
2.40 1.83 1 23.73 23.73
1.83 1.52 2 17.01 36.70
1.52 1.32 3 13.30 45.12
1.32 1.17 4 10.86 51.08
117 1.07 5 9.11 55.54
1.07 0.98 6 7.79 59.00
0.98 0.92 7 6.75 61.76
0.92 0.86 8 5.91 64.02
0.86 0.82 9 5.21 £65.90
0.82 0.78 10 4,63 67.47
0.78 0.75 11 4.13 68.82
0.75 0.72 12 3.70 69.97
0.72 0.70 13 3.33 70.97
0.70 0.68 14 3.00 71.84
0.68 0.66 15 2.72 72.61
0.66 0.64 16 2.46 73.28
0.64 0.63 17 2.24 73.88
0.63 0.61 18 2.04 74.41
0.61 0.60 19 1.85 74.89
0.60 0.59 20 1.69 75.31
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APENDICE H. Resultados detathados do estudo do efeito da
procedéncia das quilaias nos niveis de remocao de colesterol dos
processos de separagdo LL e SLL.

TABELA H.1. Andlise de varidncia: efeito da procedéncia das quilaias nos teores de
colesterol das fases oleosas resultantes dos processos LL e SLL.

Anélise de varincia

Fonte Graus de | Soma dos | Quadrado F Prob > F

liberdade |quadrados médio (P)
Tratamento 4 6,6143957 | 1,6535989 | 593,21 0,0001
Residuo 15 0,0418135 | 0,0027876

Comparacdo das médias dos tratamentos

Tratamento N& | Cotesterol D Grupo ©

Brance (BR) 4 265+0,03 A
Processo LL, quilaia BELL (LL/B) 4 2,42 £ 0,03 B
Processo LL, quilaia PENCO (LL/P) 4 2,17 £ 0,02 C
1Processo SLL, quilaia BELL (SLL/B) 4 1,54 £ 0,06 D
Processo SLL, quilaia PENCO (SLL/P) 4 1,10 £ 0,09 E

8 namero de observacoes; © media + desvio padrdo do teor de colesterol, em mg/g de amastra; ©
tratamentos NUIM MesSmMo grupo nao sio significativamente distintos, a nivel de significancia de 5%, de
acordo com o teste de Tukey. Qutros parametros experimentais: propor¢do Gleo de manteiga/solucao de
quilaia: 50 g / 50 ml; concentragio das solucdes de quilaia: 0,40 g/ml; terra diatomécea: 0,25 g Celite®
545/g 6leo de manteiga; pH das solugbes de quilaia: 4,65; temperatura: 55 °C.

TABELA H.2. Teores de colesterol nos ¢leos de manteiga iniciais e nas fases
oleosas resultantes do processo de separagéo SLL, utilizando a quilaia PENCO.

Na Oleo de manteiga (ma/g) P Na Fase oleosa (mg/g) b
4 0,73 £ 0,01 3 0,61 £0,02
4 1,27 £ 0,15 4 0,73 0,04
4 1,80 £ 0,09 4 0,92 + 0,01
4 2,36 + 0,15 4 1,11+ 0,04
4 3,04 0,10 4 1,18 £ 0,04

2 amero de observagdes, P média + desvio padrao. Outros parametros experimentais: quilaia: PENCO;
concentracio da solugio de quilaia: 0,35 g/mi; terra diatomécea: 0,15 g Celite® 545/ Sleo de manteiga;
proporgac solugao de quilaia/dleo de manteiga: 50 mii50 g; pH da solucio de quilaia; 4,65; temperatura:
55°C.
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TABELA H.3. Caiculo da evolucdo dos teores de colestero! na fase oleosa em
fungdo do nimero de estagios de equilibrio aplicados no processo de separacdo SiL

em fluxo cruzado.

Condicdes de processo:

» Concentracdo da solugdo de quilaia: 0,35 g quilaia PENCO/mI solugdo
* Terra diatomacea: 0,15 g Celite® 545/g dleo de manteiga

* Proporgio solugdo de quilaia/élec de manteiga: 1 mifi g

* pH da solugdo de quilaia: 4,65

* Temperatura: 55 °C

* Teor de colesterol no dleo de manteiga inicial: 2,40 mg/g

» Equagédo descrevendo o equilibrio em cada estagio de contato:

(R2=0,982)

onde: X = teor de colesterol no que entra no estagio de separacio, em mg/g, e
Y = teor de colesterol que sai do estagio de separacédo, em mg/g.

Y = 0,039687 + 0,72205 X - 0,11581 X2

Teor de colesterol (mg/g) Nivel de
no dleo no 6leo remocdo de
gue entra no que sai do Estagio colesterol
estagio de separacgdo separagédo ne no estdgio | cumulativo
(X) (Y) (%) (%)
2.40 1.11 1 53.89 53.89
1.11 0.70 2 37.00 70.95
0.70 0.49 3 30.16 79.71
0.49 0.36 4 25.27 84.84
0.36 0.29 5 21.09 88.04
0.29 0.24 6 17.29 90.11
0.24 0.20 7 13.83 91.47
0.20 0.18 8 10.77 92.39
0.18 0.17 9 8.17 93.01
0.17 0.16 10 6.06 093.44
0.16 0.15 11 442 93.73
0.15 0.15 12 3.17 93.93
0.15 0.14 13 2.25 94.06
0.14 0.14 14 1.59 94.16
0.14 0.14 15 1.11 94.22
0.14 0.14 16 0.78 94.27
0.14 0.14 17 0.54 94.30
0.14 0.14 18 0.37 94 .32
0.14 0.14 19 0.26 94.33
0.14 0.14 20 0.18 94.34
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APENDICE |. Resultados detalhados da determinagdo da concentragdo
de micela critica (CMC) das quilaias PENCO e BELL

Concentragdo da solu¢do Na Tensdo supericial ©
(g/ml) (mN/m)
1,0x 104 8 47,88 £ 1,35
3,0 x 104 6 45,26 + 0,39
5,0 x 104 6 43,64 + 0,42
7,0 x 10-4 8 41,79 £ 0,11
1,0% 103 & 40,04 £ 0,72
3,0x10-3 6 39,11 £ 0,53
5,0 x 10-3 6 38,28 £ 0,30
7.0 x 10-3 6 38,28 + 0,20
1,0 x 10-2 6 38,25 £ 0,13
3,0 x 10-2 6 38,17 £ 0,16
5,0x102 8 38,14 £ 0,08
2 nimero de observagbes; ° média + desvio padrio.

50
y =4.1499 + -11.952°LOG(x) (R"2=0.999)

E L 4 y =37.943 + -0.15130"LOG{x) (R*2=0.984)
>
E
b 45 -
=
S
a CMC = 1,4 E-03 g/ml
a

40 4
S
g $—t—a- >
2

35 T L M A A B T | SN M a1 T T TrTTT

104 103 102 1071

Concentracio da solucdo de quilaia (g/ml)

Calculo da CMC:  4,1489 - 11,952 log CMC = 37,493 - 0,15130 log CMC
== - 11,8007 log CMC = 33,7931

=> CMC = 1,369 x 103 g/ml = 1,4 x 10-3 g/mi

FIGURA 1.1. Determinacdo da CMC da guilaia PENCO a 25 °C e pH 4,6 através da
tensfo superficial das solu¢bes aquosas.

220




Viil. Apéndices

Concentracdo da solucdo Na Tensdo superficial ©
(g/mi) {mN/m)
1,0 x 10-4 6 4891 12,33
3,0 x 104 8 43,94 + 0,98
5,0 x 104 6 42,85 + 0,68
7,0 x 10-4 6 41,03+0,64
1,0 x 10-3 6 36,75+ 1,10
3,0 x 10-3 6 36,35 + 0,70
50x103 6 36,24 + 0,27
7,0 x 10-3 6 36,60 £ 0,32
10 x 102 6 36,49 + 0,36
3,0 x 102 8 36,97 + 0,11
5,0 x 10-2 6 36,98 + 0,05

2 numero de observagoes;  média + desvio padrao.

==>

E

50
e y= - 21.886 + -19.680°LOG(X) (RA2 = 0.944)
. 98- y=237.824 + 0.61968°LOG() (R*2=0.869)
E 47
= 45 =
£ 4]
5 44
= 43
5 42 -
§ a1 3
o 40 ~
o 39 CMC = 1,2 E-03 o/ml
§ 387
= 37
36
35 e —rTTrTy r—r—rTTrer
1074 1973 1072 1071
Concentragdo da solugio de quilaia (g/mil)
Calculo da CMC:  -21,866 - 19,680 log CMC = 37,824 - 0,61968 log CMC

- 20,29968 log CMC = 59,690
CMC = 1,147 x 10-3 g/ml = 1,2 x 10-3 g/mi

FIGURA L.2. Determinacdo da CMC da quilaia BELL a 25 °C e pH 4,6 através da
tensdo superficial das solugdes aquosas.
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Concentragio da solugdo Na Condutividade b
(g/mi) (S/m)
1,0 x 104 6 0,002375 * 0,000018
3,0 x 104 6 0,006046 + 0,000126
50x 104 8 0,009464 + 0,000055
7.0 x 104 6 0,01271 % 0,00002
1,0x 103 6 0,01746 + 0,00008
3,0x 103 6 0,04542 + 0,00017
5,0x 103 6 0,07184 + 0,00050
7.0 x 10-3 6 0,09627 * 0,00048

a nimero de observagtes; P média + desvio padrio.

0.10
y=9.2410e-4 + 16.704x (R*2=0.
1 y=76180e-3+12.712x (R*2=0
0.08 -
E
A
0.06 -
b
o
o
o
Z 0.04 4
-
E:
€ CMC = 1,7 E-03 g/mi
© 0.02
0-00 N T 1 L 1 T T L4
0.000 0.002 0.004 0.006 0.008

Concentracdo da solugdo de quilaia (g/ml}

Caloulo da CMC:  9,2410 x 10-4 + 16,704 CMC = 76,180 x 104 + 12,712 CMC
= 3,892 CMC = 66,939 x 10-4
==> CMC = 1,677 x 10-8 g/mit = 1,7 x 10-3 g/ml

FIGURA 1.3. Determinacio da CMC da quilaia PENCO a 25 °C e pH 4,6 atraves da
condutividade das solu¢des aquosas.
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Concentracao da solugao Na Condutividade P
(g/ml) (S/m)
1,0 x 10-4 6 0,001802 + 0,000060
3,0 x 10-4 6 0,004267 + 0,000020
5,0x 104 6 0,006600 + 0,000058
7.0 x 10-4 6 0.008840 + 0,000091
1,0 x 10-3 6 0,01208 + 0,00005
3,0x10-3 6 0,03176 £ 0,00012
5,0 X 103 6 0,05018 + 0,00016
7,0 %103 6 0,06748 £ 0,00052

2 nomero de observagtes; © média = desvio padrao.

0.08
y =7.9884e-4 + 11.373x (R*2=10.999)

1 y=5.1537¢e-3 + 8.9300x (R*2 =1.000)

o

o

+3]
L

=)
g

CMC = 1,8 E-03 g/mi

Condutividade {(S/m)
o
8

0.00 T T T 7 T T
0.000 0.002 0.004 0.006 0.0c8

Concentracéo da solucédo de quilaia {g/ml}

Calculo da CMC:  7,9884 x 10-4 + 11,373 CMC = 51,537 x 10-4 + 8,9300 CMC
=—> 2,443 CMC = 43,5486 x 10-4
_— CMC = 1,783 x 10-3 g/ml = 1,8 x 10-3 g/m|

FIGURA L4. Determinagio da CMC da quitaia BELL a 25 °C e pH 4,6 atraves da
condutividade das solugdes aquosas.
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Concentragio da solugéo Na Turbidez ®
(g/ml) (UA) ¢

1,0x10-4 6 5,05 + 0,03
3,0x 104 8 5,04 + 0,01
5,0 x 104 8 512+0,12
7,0 x 104 6 5,33 + 0,28
1,0x10-3 8 5,82 +0,14
3,0 x10-3 6 8,90 + 0,40
50x10°3 8 11,74 £ 0,36
7,0%x 103 6 15,81 £ 1,44

a pimero de observagdes; P média  desvio padrao; © unidades arbitrarias.

18
] y=4.8233+861.80x (R*2=10.848)

14 Y=35106+1727.8x (R*2- 0.990)

12

Turbidez (UA)

CMC = 1,5 E-03 gml

T T T T T 1 T
0.000 0.002 0.004 0.006 0.008
Concentragdio da solugdo de quilaia (g/ml)

Calculo da CMC:  4,8233 + 861,80 CMC = 3,5106 + 1727,8 CMC
=> 866 CMC = 1,3127

> CMC = 1,516 x 10-3 g/ml = 1,5 x 10-3 g/mi

FIGURA 1.5. Determinagdo da CMC da quilaia PENCO a 25 °C e pH 4,6 atraves da
turbidez das solugdes aquosas.
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Concentracdo da solugdo Na Turbidez b
{g/ml) (UA) ¢
1,0x 10-4 6 499 + 0,02
3.0x 104 6 5,00 + 0,02
5,0 x 10-4 6 4,97 0,02
7.0 x 104 8 502 + 0,08
1,0 x 10-3 8 5,07 + 0,06
3.0 x 103 6 6,79 + 0,27
5,0 x 10-3 8 9,50 + 0,88
7,0 x 10-3 6 11,06 £ 0,50

a numero de observagdes; ? média + desvio padrao; € unidades arbitrarias.

12

y=4.9701 + 78.320x (R*2 = 0.622)
1 y=37795 + 1067.5x (R"2=0.977)

10 1

Turbidez (UA)

CMC = 1,2 E-03 g/ml

T ¥ T T T T Y
£.00C 0.002 0.004 0.006 0.008
Concentracdo da solucio de quilaia (g/ml)

Caleulo da CMC:  4,9701 + 78,320 CMC = 3,7795 + 1067,5 CMC
==> 989,18 CMC = 1,1906
> CMC = 1,204 x 10-3 g/mi = 1,2x 10-3 g/mi

FIGURA 1.6. Determina¢do da CMC da quitaia BELL a 25 °C e pH 4,6 atraves da
turbidez das solugfes aquosas.
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APENDICE J. Verlficacdo do efeito da filtragio nas medidas de
mobilidade eletroforética e tamanho das particulas em solucdes
aquosas de quilaia

Uma vez que as solugdes das quilaias PENCO e BELL apresentavam algum
material insollivel em suspensdo, foram feitos inicialmente alguns testes visando o
desenvolvimento e a padroniza¢do do preparo das solugdes. Para tanto, foram
executados experimentos para verificar se a filtragdo poderia ser empregada com
sucesso na eliminagdio destes insoltveis e, caso empregada, se provocaria alguma
variagio nas propriedades eletrocinéticas medidas das solugbes, especificamente na
mobilidade eletroforética (MEF) e didmetro de Stokes (Dgt) das particulas.

Foram empregados 3 tratamentos para cada uma das quilaias, gquais sejam: 1)
solugdo ndo filtrada (NF), 2) solugo filtrada através de papel de filtro Whatman # 1
(W#1) e 3) solugdo filtrada através de papel de filtro Whatman # 42 (W#42).

Quanto ao efeito da filtragSo nos resuitados de MEF e Dst obtidos para cada
uma das quitaias, ndo parece haver nenhuma influéncia relevante (P > 0,05), como
demonstrado pela andlise estatistica constante das Tabelas J.1 e J.2,
respectivamente.

Note-se que os filtros Whatman # 1 e # 42 utilizados apresentam tamanho de
poros de 11 e 2,5 um, respectivamente. Como os Dst das particulas de ambas as
quilaias foram determinados como sendo menores que 0s dos poros dos filtros,
justifica-se a ndo retengéo significativa de particulas e a auséncia de um efeito
relevante da fittrag&o. Assim sendo, concluiu-se por dispensar a etapa de filtragdo,
por ser laboriosa e ndo introduzir diferengas significativas nos resultados.

Nio foram feitas tentetivas de filtragdo com filtros de poros menores, uma vez
que mesmo a utilizag&o do Whatman # 42 se mostrou bastante dificil. Problemas com
a incorporagio de ar no filtrado (resultando na formacdo de espumas) € taxas de
filtragdo bastante reduzidas (levando a tempos de filtracdo impraticiveis para
obtengdo do volume requerido de filtrado para andlise no equipamento PENKEM
3000) demonstraram ser impraticdvel investir nesta abordagem, com o0s
equipamantos disponiveis.
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TABELA J.1. Analise de varidncia: efeito da quilaia e da filtragdo
eletroforética das particulas em solugdo.

Anélise de variancia

na mobilidade

Fonte Graus de | Soma dos | Quadrado F Prob>F
liberdade | quadrados medio 2]
Quilaia 1 5,498 5,498 44,59 0,0001
Filtracdo 2 0,745 0,373 3,02 0,0865
Quilaia*Filtracdo 2 0,518 0,259 2,10 0,1649
Residuo 12 1,480 0,123
Comparacdo das médias dos tratamentos
Mobitidade eletroforética x 109 (m.s-1/V.m-1)
Quilaia Na Média Desvio Limites do intervalo com
padr&o 95% de confianca
BELL 9 - 3,680 0,370 - 3,964 - 3,395
PENCO g - 4,785 0,454 - 5,134 - 4,436
Mobilidade eletroforética x 109 (m.s-1/v.m-1)
Fittragdo P N2 Média Desvio Limites do intervalo com
padréo 95% de oohfianca
NF 6 - 4,516 0,658 - 5,207 - 3,826
Wi#1 6 - 4,050 0,537 -4,613 - 3,486
W#42 6 - 4,131 0,882 - 5,057 - 3,205

@ numero de observacdes; P NF: solucdio n3o filtrada, W#1: solucao filtrada através de papel de filtro
whatman #1, W#42: solucdo filtrada através de papel de filtro Whatman #42. Qutros parametros
experimentais: pH das solugdes de quilaia PENCO e BELL de 4,65 e 4,24, respectivaments.
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TABELA J.2. Andlise de varidncia: efeito da quilaia e da filtragdo no didmetro de
Stokes das particufas em solugdo.

Anilise de varidncia

Fonte Graus de | Soma dos | Quadrado F Prob > F
liberdade | quadrados médio (P)
Quilaia 1 3,539 3,539 32,25 0,0001
Filtracdo 2 0,052 0,026 0.24 0,7942
Quiiaia*Filtracdo 2 0,584 0,292 2,66 0,1107
Residuc 12 1,317 0,110

Comparacdo das médias dos tratamentos

Didmetro de Stokes (um)
Quilaia Na Média Desvio Limites do intervalo com
padrdo 95% de confianca
BELL 9 1,445 0,433 1,113 1,778
PENCO 9 0,558 0,238 0,375 0,742
Di&metro de Stokes {um)
Filragdo b Na Média Desvio Limites do intervalo com
padréo 95% de confianga
NF 6 1,051 0,227 0,813 1,289
W#1 6 0,927 0,612 0,285 1,569
Wi#42 6 1,027 0,814 0,173 1,881

a nomero de observacdes; 0 NF: solugsio ndo filtrada, Wi#1: solugdo filtrada através de papet de filtro
Whatman #1, W#42: solucdo filvada através de papel de filro Whaiman #42. Qutros parametros
experimentais: pH das solucdes de quilaia PENCO e BELL de 4,65 e 4,24, respectivaments.
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APENDICE L. Mobilidade eletroforética e diametro de Stokes das
particulas e condutividade das soluges aquosas de quilaias PENCO e
BELL

TABELA L.1. Andlise de varidncia: efeito da procedéncia da quilaia na mobilidade
eletroforética das particulas em solucdo aquosa a pH 4,6 e 25 °C.

Andlise de variancia

Fonte Graus de | Soma dos { Quadrado F Prob>F
liberdade | quadrados medio P)
Quitaia 1 5,405 5,405 54,08 0,0001
Residuo 8 0,800 0,080
Comparagdo das médias dos tratamentos
Quilaia Na Mobilidade etetroforética x 109 Grupo ¢
(ms v )b
BELL 5 - 4,624 + (2,140 A
PENCO 5 - 6,094 £ 0,425 B

4 ndmero de observagtes; P média + desvio padrao; © tratamentos num mesmo grupo ndoc sao distintos, a
nivet de significAncia de 5%, de acordo com o teste de Tukey. Qutros parimetros experimentais:
solugbes de quilaia nio fikradas e “a concentragio de 0,05 g¢/mi.

TABELA L.2. Andlise de variancia: efeito da procedéncia da gquilaia no didmetro de
Stokes das particulas em solugdo aquosa a pH 4,6 e 25 °C.

Analise de variincia

Fonte Graus de | Soma dos | Quadrado F Prob>F
liberdade | guadrados médio P)
Quitaia 1 0,757 0,757 10,70 0,0113
Residuo 8 0,566 0,071
Compara¢ido das medias dos tratamentos
Quilaia Na Didmetro de Stokes (um) P Grupo ©
BELL 5 1,119 £ 0,202 A
PENCO 5 0,569 + 0,318 B

2 numero de observagdes; © média + desvio padroe; © tratamentos num Mesmo grupo nao sio distintos, a
nivel de significancia de 5%, de acordo com o teste de Tukey. Outros parmetros experimentais:
solugdies de quilaia nio filtradas e “a concentracao de 0,05 g/ml.
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TABELA L.3. Andlise de varidncia: efeito da procedéncia da guilaia na

condutividade das solugbes aquosas a pH 4,6 ¢ 25 °C.

Andlise de varidncia

Fonte Graus de | Soma dos | Quadrado F Prob > F
liberdade | quadrados meédio )
Quilaia 1 0,0285156 | 0,0285156 | 3933,2 0,0001
Residuo 8 0,0000580 | 0,0000072
Comparagdo das médias dos tratamentos
Quilaia Na Condutividade (S.m-1) P Grupo ¢
BELL 5 0,3468 £ 0,0013 A
PENCO 5 0,4536 + ,0036 B

a namero de observagtes;

nivel de significancia de 5%, de acordo com o teste

solucdes de quilaia ndo filtradas e “a concentragéo de 0,05 g/mt.
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APENDICE M. Resolugdo de sub-populacdes de particulas através de
medidas de mobilidade eletroforética com resolugdo aumentada.

Estes experimentos foram conduzidos visando verificar se as populagbes de
particulas presentes em solugles aquosas das quilaias PENCO e BELL sio
homogéneas quanto ‘a mobilidade eletroforética (MEF) ou se sdo constituidas por
varias sub-populacbes. Ao mesmo tempo, foram obtidos novos dados visando
confirmar os resultados iniciais de MEF, diametro de Stokes (Dst) e condutividade
das soluges das duas quilaias. Para resolugdo das véarias sub-populagdes de
particulas eventualmente presentes foram realizadas medidas da MEF com resolucio
aumentada, como brevemente explicado a seguir.

No PENKEM 3000, um histograma da MEF & dividido em 400 intervalos
discretos de resolugdo. Portanto, a definicdo da faixa de mobilidade analizada (URI,
mobility range intended ) e do nimero de espectros somados para obter o
histograma, controlam a resclugdo. Para resolver sub-populagdes numa suspensio
coloidal, pode-se aumentar a resolugdo diminuindo-se a faixa de MEF analizada pelo
sistema, ou seja, diminuindo-se a URI. Como a FFT (Fast Fourier Transform) calcula
400 pontos, a resolugdo da MEF do sistema € sempre igual ao valor da URI dividido
por 400. Exemplo: se a URl = 4,0 x 1077 m.s"1/V.m"1, a resolugdo da mobilidade é de
1,0 x 108 m.s"1/V.m-1. Por outro lado, 2 FFT obtem normalmente uma transformada
de 400 pontos com a MEF zero sendo o ponto central. Este ponto central,
denominado mobility offset (UQ), pode ser ajustado ao valor da MEF média da
amostra, de modo a que os 400 pontos sejam calculados na faixa de UO + URI/2,
obtendo-se uma resolugéo maior da mobilidade. Para efeito da construcfo gréafica
dos histogramas, sem implicagdes no valor das MEF obtidas, dois pardmetros s&o
ajustados: a faixa de mobilidade colocada como abcissa nos histogramas (HUR,
histogram mobility range) e o ponto central da escala da abcissa (HUQ, histagram
mobility offset ).

Um aspecto também considerado foi a possibifidade da mudanga na resolucio
empregada para construgdo do histograma eventualmente afetar os resultados da
MEF obtida. A Tabela M.1 a seguir apresenta os resultados da MEF obtidos em
ensaios com faixas de resolugéo distintas e indicam que nfo ha efeito significativo da
resolugdo empregada no vaior da MEF obtida.

Como a andlise € muito mais rapida com URI de 4,0 x 107 m.s-1/V.m-1 {menos
da metade do tempo gasto comparativamente ‘a URI de 2,0 x 108 m.s-1/V.m 1) ¢ os
resultados séo proximos, se justifica a utilizagdo desta faixa de resolugdo. Por outro
lado, h& evidente perda de resolucdo no caso de amostras com sub-populagbes
como a quilaia PENCO.
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TABELA M.1. Efeito da faixa de resolugdo empregada no Penkem 3000 na
mobilidade eletroforética obtida para as particulas das quilaias PENCO e BELL, em
solugOes aquosas a pH 4,6 e 25 °C.

Tratamentos para quilaia PENCO

Mobitidade eletroforética x 109 (m.s"1/V.m-1)
Resolugdo Na Média Desvio Limites do intervalo com
(m.sIV.m 1) padrio 95% de confianca
4,0 x 107 5 - 6,094 0,425 - 6,621 - 5,567
2,0x 108 5 - 6,083 0,210 - 6,345 - 5,821
Tratamentos para quitaia BELL
Mobilidade eletroforética x 109 (m.s-1/v.m')
Resolugéo Na Média Desvio Limites do intervalo com
(m.sIV.m1) padréo 95% de confianca
4,0x107 5 - 4,624 0,140 - 4,797 - 4,450
20x108 5 - 4,633 0,090 - 4,744 - 4,522

a nomero de observagdes. Outros parametros experimentais: solugdes de quilaia n3o filtradas e "a

concentracdio de 0,05 g/ml.
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APENDICE N. Resuitados detalhados dos estudos de formagdo da
micela em solugbes aquosas de quilaia

TABELA N.1. Andlise de varidncia: efeitos da temperatura, pH e adigdo de NaCl na
concentragdo de micela critica da quilaia SIGMA.

Analise de varidncia

Fonte Graus de | Soma dos | Quadrado F Prob > F
liberdade | quadrados medio (P)
Temperatura 2 6,0 E-07 3,0 E-07 | 6,23 E+01 0,6001
pH 2 7,1E-06 | 35E-06 | 7,62 E+02 [ 0,0001
NaCl 1 25E-06 | 25E-06 | 545E+02 | 0,0001
emp * pH 4 1,0E-06 | 3,0E-07 | 557E+01 | 0,0001
emp * NaCl 2 20E-07 | 1,0E-07 | 1,63E+01 | 0,0001
H* NaCl 2 1,4 E-06 7,0 E-07 | 1,46 E+02 0,0001
emp * pH * NaCl 4 2,0 E-07 | 3,93 E-08 8,49 0,0001
Residuo 36 20E-07 | 4,63 E-09
_ Comparac8o das médias dos tratamentos
B Tratamento Goncentracdo da micela critica (g/ml)
Temperatura pH NaCl NAa Média Limite Limite
%) (M) _ inferior © | superior P
3,0 0,5 3 | 80E-05 29 E-05 1,3 E-04
_ zero 3} 76E-05 5,9 E-05 9.4 E-05
25 4,5 0,5 31 29E-04 2,4 E-04 3,5 E-04
zero 3 | 72E04 65E-04 | 80FE-04
6,0 0,5 3 |1 30E-04 2,7 E-04 3,4 E-04
zero 3 | 81E-04 7,0 E-04 9,2 E-04
3,0 0,5 31 89E-05 5,8 E-05 1,2 E-04
zero 3 | 1,1E04 8,2 E-05 1,4 E-04
35 4,5 0.5 3 | 27E-04 24 E-04 3,1 E-04
zero 3 | 75E04 6,4 E-04 8,7 E-04
6,0 0.5 3} 8,1E-04 5,8 E-04 1,0 E-03
zero 3 1 1,6E-03 1,3 E-03 1,9 E-03
3,0 0,5 3| 7,6E05 7,0 E-05 8,1 E-05
2aro 3 1,3 E-04 8,7 E-05 2,0 E-04
45 4,5 0,5 3 2,5 E-04 2,0 E-04 2,9 E-04
zero 3 | 76FE04 7,2 E-04 8,1 E-04
8,0 0,5 3 | B3E-04 5,4 E-04 7,2 E-04
zero 3 | 18EO03 1,2 E-03 2,3 E-03

a piimero de observagoes ; © limites do intervalo com 95% de confianca.
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25e-3

| —O— pH30
—[1— oH45
2.0e-3 4 —f— pHED
a Limites com 95% d& confianga

Concentragdio da micela critica {g/ml)

—1
0.0e+0 ¥ — ’?
25 35 45

Temperatura (°C)

Comparac¢do das médias dos tratamentos

Tratamento Concentragdo da micela critica (g/mb
pH Temperatura | N2 Média Limite Limite
(°C) . inferior b superior 0
25 3 7,6 E-05 5,9 E-05 9,4 E-05
3.0 35 3 1,1 E-04 8,2 E-05 1,4 E-04
45 3 1,3 E-04 8,7 E-05 2,0E-04
25 3 7,2 E-04 8,5 E-04 8,0 E-04
45 35 3 7.5 E-04 6,4 E-04 8,7 E-04
45 3 7,6 E-04 7.2 E-04 8,1 E-04
25 3 8,1 E-04 7,0 E-04 9,2 B-04
6,0 35 3 1,6 E-03 1,3 E-03 1,9 E-03
45 3 1,8 E-03 1,2 E-03 2,3 E-03

a nomero de observagbes; L fimites do intervalo com 85% de confianga.

FIGURA N.1. Efeito da temperatura na CMC da quitaia SIGMA, a varios pH’s, sem a
adicdo de NaCt.
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25e-3
| —{O— pH3,0
- pH 4,5
2.0e-34 —&H— DpHED
° Limites com 95% de confianga

1.50-3 -

1.08-3 - ¢

Concentracdo da micela critica (g/ml)

Temperatura (°C)

Comparac¢do das medias dos tratamentos

Tratamento Concentracdo da micela critica {g/mh)
pH Temperatura [ Na Média Limite Limite
(°C) . inferior b superior b
25 3 8,0 E-05 29 E-05 1,3 E-04
3.0 35 3 8,9 E-05 5,8 E-05 1,2 E-04
45 3 7,6 E-05 7,0 E-05 8,1 E-05
25 3 2,9 E-04 24 E-04 3,5 E-04
4.5 35 3 2,7 E-04 24 E-04 3,1 E-04
45 3 2,5 £-04 2,0 E-04 2,9 E-04
25 3 3,0 E-04 2,7 E-04 3,4 E-04
8,0 35 3 8,1 £-04 5,8 E-04 1,0 E-03
45 3 6,3 E-04 5,4 E-04 7,2 E-04

a nammero de observagdes; 2 fimites do intervalo com 95% de confianca.

FIGURA N.2. Efeito da temperatura na CMC da quilaia SIGMA, a varios pH’s, com
0,5M de NaCl adicionado.
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-~ 2.5e-3
E | —©~— NaCl=zero
2 —— NaCl=05M
3 2.0e-3 Limites com 95% de confianga
=
:.“.é 1.5e-3
€
8 1.0e-3 -
o o ]
S 2
_E 5.06-4 -
8 t
&
¢ 0.0e+0 T
3.0 4.5 8.0
pH da solu¢cio de quilaia
_ Comparagéio das médias dos tratamentos
Tratamento Concentracdo da miceia critica (g/ml)
NaCl pH Na Média Limite Limite
(M) _ inferior b superior b
3,0 3 7,6 E-05 5,9 E-05 9,4 E-05
Zero 45 3 7,2 E-04 6,5 E-04 8,0 E-Q4
8,0 3 8,1 E-04 7,0 E-04 9,2 E-04
3,0 3 8,0 E-05 2,9 E-05 1,3 E-04
0,5 45 3 2,9 E-04 2,4 E-04 3,5 E-04
6,0 3 3,0 E-04 2,7 E-04 3,4 E-04

a numero de observagoes; © imites do intervalo com 95% de confianca.

FIGURA N.3. Efeito do pH na CMC da quilaia SIGMA, sem a adi¢do e com 0,5M de
NaCl adicionado, a 25 °C.
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2583
j —©— NaCl=zero

——e—— Nali=0,5M
2.08-3 - ° Limites corm 85% de confianga

Concentracdio da micela critica (g/ml)

3.0 4.5 6.0
pH da solugdo de quilaia

Comparagdo das medias dos tratamentos

Tratamenio Concentragdo da micela critica (g/ml)
NaCi pH Na Média Limite Limite
) inferior b superior b
30 3 1,1 E-04 8,2 E-05 1,4 E-Q4
zero 45 3 7.5 E-04 8,4 E-04 8,7 E-04
6,0 3 1,6 E-03 1,3 E-03 1,9 E-03
3,0 3 8,9 E-05 5,8 E-05 1,2 E-04
0,5 4.5 3 2,7 E-04° 24 E-Q4 3,1 E-04
6,0 3 8,1 E-04 5,8 E-04 1,0 E-03

a numero de observagoes: P limites do intervalo com 95% de confianca.

FIGURA N.A. Efeito do pH na CMC da quilaia SIGMA, sem a adigdo e com 0,5M de
NaC! adicionado, a 35 °C.
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2.5e-3
| —°— NaCl=zero
—e— NaCl=0,5M
2.0e-3 o Limites com 95% de cordianga

Concentragdo da micela critica {g/ml)

0.0e+0 . . ;
3.0 45 6.0
pH da solugdo de quilaia
- Comparagéo das médias dos tratamentos
Tratamento Conceniragdo da micela critica (g/ml)
NaCl pH |Na Média Limite Limite
(M) B inferior & superior b
3.0 3 1,3 E-04 6,7 E-05 2,0 E-04
zero 4,5 3 7,6 E-04 7,2E-04 8,1 E-04
6,0 3 1,8 E-03 1,2 E-03 2,3 E-03
3,0 3 7,6 E-05 7,0 E-05 8,1 E-05
0.5 4.5 3 2,5 E-04 2,0 E-04 2,9 E-04
6,0 3 6,3 E-04 5,4 E-04 7,2 E-04
2 pumero de observacbes; D limites do intervalo com 95% de confian¢a.

FIGURA N.5. Efeito do pH na CMC da quilaia SIGMA, sem a adi¢éio e com 0,5M de
NaCi adicionado, a 45 °C.
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- 2.5e-3
E O  pH 3,0
2 —— pH45
S 2083 —a— pHEO
I*g o Limites com 95% de confianga
o
§ 1.56-3 -
£
S  1.0e-3
Q #
‘g k
g 5.0e-4
=
ol ]
=
8 Q.0e+0 ?
0.0 0.5
Concentracdo de NaCl adicionado (M)
_ Comparagdo das médias dos tratamentos
Tratamento Concentragac da micela critica (g/mi)
pH NaC! |Na Média Limite Limite
(M) _ inferior b superior b
3,0 0,8 3 8,0 E-05 2,9 E-05 1,3 £-04
zero | .3 7,6 E-05 5.9 E-05 9,4 E-05
45 0,5 3 28 E-04 2,4 E-04 3,5 E-04
zero 3 7,2 E-04 6,5 E-04 8,0 E-04
6,0 0,5 3 3,0 E-04 2,7 E-04 3,4 E-04
Zero 3 8,1 E-04 7,0 E-04 9,2 E-04

2 nimero de observagdes; C limites do intervalo com 95% de confianga,

FIGURA N.6. Efeito da adigcéo de NaCl na CMC da quilaia SIGMA, a varios pH

25 °C.
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~~ 2563
E —0-— pH 3,0
2 —u— pH45
8 203 —a—— pH§,0
Z*..: o Limites com 95% de confianga
[+ ]
[
-:-:E 1.5e-3
‘E F
S 1.08-3 )
e L
&
£ 5.0e4
=
]
g Y
G 0.0e+0 : |
0.0 0.5
Concentragdo de NaCl adicionado (M)
Comparacéo das médias dos tratamenios
Tratamento Concentracio da micela critica (g/mi)
pH NaCl |[Na Média Limite Limite
(M) B inferior P superior b
3.0 0,6 3 8,2 E-05 5,8 E-05 1,2 E-04
zero 3 1,1 E-04 8,2 E-05 1,4 E-04
4.5 0,5 3 2,7 E-04 2,4 E-04 3,1 E-04
zero 3 7.5 E-04 6,4 E-04 8,7 E-04
6,0 0,5 3 8,1 E-04 5,8 E-04 1,0 E-03
Zero 3 1,6 E-03 1,3 E-03 1,9 E-03

a numero de observagtes; P limites do intervalo com 95% de confianga.

FIGURA N.7. Efeito da adicdo de NaCl na CMC da quilaia SIGMA, a vérios pH's, 2
35 °C.
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- 2.5e-3

E —o0— pH30

2 —O— pH45

S 2.0e-3 —a— pH6,0

z ) ° Limites com 35% de confianca

o

£ 1.56-3 -

[1]

L

£

.g 1.0e-3

=)

L]

O x

£ 5.0e4

=4

8

[~

S 0.0e+0 4 i

0.0 0.5
Concentragio de NaC! adicionado (M)
Comparag¢do das médias dos tratamentos
Tratamento Concentracdo da micela critica (g/mi)

pH NaCl |Na Media Limite Limite
(M) _ inferior P superior b

3,0 0,5 3| 76E-05 7,0 E-05 8.1 E-05
Zero 3 1,3 E-04 6,7 E-05 2,0 E-04

4,5 0,5 3 2,5 E-04 2,0 E-04 29 E-04
zero 3 7,6 E-04 7,2 E-04 8,1 E-04

6,0 0,5 3 6,3 E-04 5,4 E-04 7,2 E-04
ZerQ 3 1,8 E-03 1,2 E-03 2,3 E-03

3 nimero de observagdes; P limites do intervalo com 95% de confianga.

FIGURA N.8. Efeito da adigdo de NaCl na CMC da quilaia SIGMA, a varios pH’s, a

45 °C.
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APENDICE O. Resultados detalhados dos estudos de solubilizagdo de
colesterol em solugdes aquosas de quilaia

TABELA 0.1. Andlise de varincia: efeitos da temperatura, pH e adi¢gdo de NaCi na
concentracdo de equilibrio de colesterol na fase decano em contato com solugdes
aquosas de quilaia SIGMA.

Analise de varidncia

Fonte Graus de | Soma dos | Quadrado F Prob >F
liberdade |quadrados médio {P)
Temperatura 2 4,72482 2,36241 348,54 0,0001
oH 2 0,06596 (,03298 4,866 0,0098
(NaCl 1 0,14711 0,14711 21,704 0,0001
Temp * pH 4 0,77140 0,19285 28,452 0,0001
Temp * NaCl 2 0,02281 0,01140 1,683 0,1917
pH * NaCl 2 0,04740 0,02370 3,496 0,0345
Temp * pH * NaCl 4 0,05005 | 0,012512 1,846 0,1270
Residuo 80 0,61002 0,00678
_ Comparacéic das médias dos tratamentos
Tratamento Colesterol na fase decano (mg/mi)
Temperatura pH NaCl Na Media Limite Limite
(4] (M) . inferior | superior b
3,0 0,5 6 1,82 1,77 1,87
Zero 6 1,90 1,83 1,96
25 45 0,5 6 1,74 1,71 1,76
Zero 6 1,77 1,74 1,80
6,0 0,5 8 1,54 1,50 1,58
zero 6 1,63 1,55 1,70
3,0 0,5 6 1,98 1,95 2,01
zero 6 2,12 2,08 2,16
35 4,5 0,5 6 1,82 1,79 1,85
Zero 6 2,00 1,94 2,06
6,0 0,5 6 2,13 1,87 2,38
ZEro 6 2,14 1,96 2,33
3,0 0.5 6 2,15 2,10 2,20
zero_ 8 2,22 2,16 2,28
45 45 0,5 8 2,19 2,17 2,21
zero 6 2,31 2,27 2,35
6,0 0,5 6 2,32 2,28 2,35
Zero 6 2,26 2,21 2,32

& ngmero de observagbes ; P limites do intervaio com 95% de confianga. Outros parametros
experimentais: teor inicial de colesterof no decano: 3,0 mg/ml, propor¢do solugdo de quilaiardecano:
10mi/10mi.
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Teor inicial de colasterol no decano: 3,0 mg/m!

3.0
€
o
g 2.5 )
o
5 20
o
y =)
o 151
§ ]
2 404
- ] —o— pH3D
S 1 —o— pH4s
[ B " PHGo CSQ: 0,025 gimil
S ] Limites com 95% de confianca Sol.quitala/decano: 1mi1mi
0.0 T
25 35 45
Temperatura {°C)
Comparagdo das médias dos tratamentos
Tratamento Colesterol na fase decano (mg/ml)
pH Temperatura | Na Média Limite Limite
(°C) inferior © superior b
25 6 1,90 1,83 1,96
3,0 35 6 2,12 2,08 2,16
45 6 2,22 2,18 2,28
25 6 1,77 1,74 1,80
45 35 8 2,00 1,94 2,06
45 6 2,31 2,27 2,35
25 6 1,63 1,55 1,70
6,0 35 6 2,14 1,96 2,33
45 g | 2208 2,21 2,32

3 niimero de observacgdes; D limites do intervalo com 85% de confianga.

FIGURA O.1. Efeito da temperatura na concentragdo de equilibrio de colesterol na
fase decano em contato com solucSes aquosas de quilaia SIGMA, a varios pH's, sem
a adi¢do de NaCl.
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Teor inicial de colesterof no decano: 3,0 mg/mit

Colesterol na fage decano (mg/mi)

= pH 3,0
—O— pH45
o P50 CSQ: 0,025 giml
oo °  Limites com 95% de confianga Sol.quilaia/decano: 1miimi
25 35 45
Temperatura (°C)
B Comparagdo das médias dos tratamentos
Tratamento Colesterol na fase decano (mg/ml)
pH Temperatura | N2 Média Limite Limite
(°C) inferior ® superior b
25 6 1,82 1,77 1,87
3.0 35 6 1,98 1,95 2,01
45 8 2,15 2,10 2,20
25 6 1,74 1,71 1,76
4,5 35 6 1,82 1,79 1,85
45 6 2,19 2,17 2,21
25 6 1,54 1,50 1,58
6,0 35 6 2,13 1,87 2,38
45 & 2,32 2,28 2,35

a numero de observagbes; P limites do intervalo com 95% de confianga.

FIGURA 0.2. Efeito da temperatura na concentragio de equilibrio de colesterol na
fase decano em contato com solugdes aquosas de quilaia SIGMA, a vérios pH's, com
0,5M de NaCl adicionado.
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Colesterol na fase decano (mg/ml)

Teor incial de colestero! no decano: 3,0 mg/mi

3.0 1

25 -

2.0

3 ey

1.0

= NaCl = zerp
051 —e— NaCi=05M

CSQ: 0,025 gimi

e Limites com 95% de confianga i
0.0 1 Soi.quilaia/decana: Tmi/1rmi
3.0 4.5 8.0
pH da solugdo de quilaia
B Comparagdo das médias dos iratamentos
Tratamente Colesterol na fase decano {mg/ml)
NaCl pH Na Média Limite Limite
M) inferior D superior 0
3,0 6 1,90 1,83 1,96
zero 4.5 6 1,77 1,74 1,80
8,0 6 1,63 1,55 1,70
3,0 6 1,82 1,77 1,87
0,5 4,5 6 1,74 1,71 1,76
6,0 6 1,54 1,50 1,58

2 pngmero de observagbes; D limites do intervalo com 95% de confianga.

FIGURA 0.3. Efeito do pH na concentragdo de equilibrio de colesterol na fase
decano em contato com solucbes aquosas de guilaia SIGMA, sem a adi¢cdo e com
0,5M de NaCl adicionado, a 25 °C.
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Teor inicial de colesteral no decand: 3,0 mg/mi

3.0
£
g 25
o -
g 20%— ‘g,—‘/———;'/"?‘
2 ]
U -
;.é 15 *E
£ 1.0
g ~——0—  Na(l=2zero
g 057 —e— NeCr-osM CSQ: 0,025 giml
- ° P 10, m
8 0.0 . Limites com 95% de confianca Sol.quilaia‘decanc: 1mif1mi
Y 4.{5 6.0
pH da solucdo de quilaia
_ Comparacéo das médias dos tratamentos
Tratamento Colesterol na fase decano (mg/ml)
NaCi pH Na Média Limite Limite
(M) inferior b superior ¢
3,0 ] 2,12 2,08 2,16
Zero 4.5 6 2,00 1,94 2,06
8,0 6 2,14 1,96 2,33
3,0 6 1,98 1,85 2,01
0,5 4,5 8 1,82 1,79 1,85
6,0 6 2,13 1,87 2,38

a namero de observagdes:  limites do intervalo com 95% da confianca.

FIGURA 0.4. Efeito do pH na concentracdo de equilibrio de colesterol na fase
decano em contato com solugBes aquosas de quilaia SIGMA, sem a adigdo e com
0,5M de NaC! adicionado, a 35 °C.
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Teor inicial de cotesterol no decane: 3,0 mgfmi

3.0
g
D 25
& |
Q L4
S 20
4]
3
o 15
@
s
2 10
g ——0— NaCl=zero
3 » NaCl=05M CSQ: 0,025 g/ml
g o °  Limites com 85% de confianca Sot.quilaia/decanc: 1mytm
. T v ]
3.0 4.5 6.0
pH da solucio de quilaia
_ Comparacgdo das médias dos tratamentos
Tratamento Colesterol na fase decano (mg/mt)
NaCl pH Na Media Limite Limite
(M) inferior b superior b
3.0 6 2,22 2,18 228
zero 4.5 6 2,31 2,27 2,35
6,0 6 2,26 2,21 2,32
3,0 6 2,15 2,10 2,20
0,5 45 6 2,19 2,17 2,21
6,0 6 2,32 2,28 2,35

3 numero de observagies; U limites do intervalo com 95% de confianca.

FIGURA 0.5, Efeito do pH na concentragdo de equilibrio de colesterol na fase
decano em contato com solugbes aquosas de quilaia SIGMA, sem a adi¢iio e com
0,5M de NaCl adicionado, a 45 °C.
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Teor inicial de colesterol no decana: 3,0 mg/ml

3.0
£
2 2.5
=]
§ 20 |
8 3
o 154
@ ]
& ]
8 1.0
— 1 —o-— pH30
g ] —o— pH4s
8 7 P& CSQ: 0,025 g/ml
_ b - : ’ 10, m
3 00 ] Limites com 95% de confianca Sol.quilaia/decano: 1miiml
0.0 0.5
Concentragdo de NaCl adicionado (M)
_ Comparagéo das medias dos tratamentos
Tratamento Colesterol na fase decano (mg/mi)
pH - NaCl [ N2 Media Limite Limite
M) inferior b superior b
3,0 zero 6 1,90 1,83 1,86
0,6 8 1,82 1,77 1,87
4,5 zero 6 1,77 1,74 1,80
0,5 6 1,74 1,71 1,76
6,0 zero 6 1,63 1,55 1,70
0,5 6 1,54 1,50 1,58

a nimero de observagoes; P limites do intervalo com 95% de confianca.

FIGURA 0.6. Efeito da adicdo de NaCl na concentracdo de equilibrio de colesterol
na fase decano em contato com solugdes aquosas de quilaia SIGMA, a varios pH's, a

25 °C.
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Teor inicial de colesterol no decano: 3,0 mg/mi

3019
£
£ 25
©
g 20 :§
o
Q )
= ;
@ 1.5
g ]
g 1.0
- ] —o— pH30
2 ] —o— pH45
g 0% —e— pHoo CSQ: 0,025 g/
E‘, 0.0 ] ° Limites com 95% de confianca Sol.q‘uil.aialdecano: 1mlitmi
0.0 0.5
Concentracdo de NaCl adicionado (M)
_ Comparacdo das médias dos tratamentos
Tratamento Colesterol na fase decano (mg/ml)
pH NaCl |[Na Media Limite Limite
(M) inferior 0 superior b
3,0 zero 6 2,12 2,08 2,16
0,5 8 1,98 1,95 2,01
45 zero 8 2,00 1,94 2,06
0,5 6 1,82 1,79 1,85
6,0 zero 6 2,14 1,96 2,33
0,5 6 2,13 1,87 2,38

a numero de observagtes; U limites do inervalo com 95% de confianca.

FIGURA 0.7. Efeito da adigdo de NaCl na concentragdo de equilibrio de colesterol
na fase decanc em contato com sotugdes aquosas de quilaia SIGMA, a varios pH's, a

35 °C.
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Teqr inicial de colesterol no decano: 3,0 mg/m!

3.0
E
E 25 #
=} 3
5§ 204
o -
LI
o 1.5
f..: ]
2 104
- ] w=—o— pH30
g ] —o— pH4s
2 ] = oHeo CSQ: 0,025 g/mil
S 00 j °  Limitescom 95% de confianga Sol.quilaia/decano: 1mliAml
0.0 0.5
Concentragao de NaCl adicionado (M)
Comparacdo das medias dos tratamentos
Tratamento _ Colesterol na fase decano (mg/ml)
pH NaCl |[Na Média Limite Limite
(M) inferior superior P
3,0 zZero o 2,22 2,16 2,28
0,5 5 215 2,10 2,20
4.5 zero 6 2,31 2,27 2,35
0,5 ) 2,18 2,17 2,21
8,0 zero 6 2,26 2,21 2,32
0,5 8 2,32 2,28 2,35

a peimevo de observaghes; ° fimites do intervalo com 95% de confianca.

FIGURA 0.8. Efeito da adigio de NaCl na concentracéc de equilibrio de colesterol
na fase decano em contato com solugBes aquosas de quilaia SIGMA, a varios pH's, a

45 °C.
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APENDICE P. Obtengédo grifica da concentragdo de micela critica (CMC)
da quilaia SIGMA em viérias condi¢des de temperatura, pH e adicdo de
NaCl

O exame das curvas que descrevem a evolugdo da tensdo superficial com a
variagdo da concentragdo das solugdes de quilaia eindica trés regifes distintas.
Primeiramente, na regido que corresponde "as menores concentragbes, tipicamente
entre 2,0 x 10-7 & 2,0 x 10-6 g/mi, observa-se uma invariéncia da tenséo supertficial,
cujos valores permanecem préximos aos da agua desionizada (72,1 mN/m a 25 °C).
Em seguida, na regido de concentragbes intermediarias, a tensdo superficial diminui
linearmente com o aumento da concentragdo da solugéo. Por ultimo, na regido de
concentragdes mais elevadas, observa-se que a tensdo superficial & constante,
independente da concentragdo da solugéo.

A invaridncia da tensdo superficial com a concentra¢do nas solugdes mais
diluidas contraria as expectativas (Gibbs) de uma variagdo linear e, uma vez que 0s
valores de tensfio superficial medidos nestas concentragdes correspondem ao da
4dgua desionizada, sugerem a auséncia de tensoativo na interface ar - solucio.
Hipoteticamente, tais desvios poderiam resultar de : 1) adsorgdo preferencial do
tensoativo na interface sélido - liquido (recipiente - solucdo) relativamente ‘a gas -
liquido (ar - solugdo), ou 2) difusdo lenta do tensoativo em direcd0 “a interface gas -
liquido, fazendo-se as medidas de tensdo antes do tempo necessario ao alcance do
equilibrio.

O exame dos tempos de contato empregados nas medidas indica gue, na faixa
de concentracdo de 2,0 x 107 a 2,0 x 106 g/ml, valores de tensdo constantes foram
obtidos ao redor de 5 (cinco) minutos. Entretanto, entre 6,0 x 10-6 a 2,0 x 102 g/m,
observou-se que oS tempos de contato necessarios para obtencdo de valores de
tensdo constantes variaram, demandando maior tempo quanto menor era a
concentragio. Assim, foram empregades tipicamente ao redor de 30 (trinta) minutes
na concentragio de 6,0 x 108 g/ml, tempo que se reduziu continuamente para até 5
(cinco) minutos na concentracdo de 2,0 x 102 g/ml.

Esta avaliagdo sugere que os valores de tensdo obtidos na faixa de
concentracdo de 2,0 x 10-7 a 2,0 x 10-6 g/ml nédo representam situagSes de equilibrio
e, portanto, n&o foram considerados para fing de determinagao da CMC. Por outro
lado, excluidos 0s pontos correspondentes a tais concentracbes, cumpriram-se as
expectativas (Gibbs) de uma variagdo linear da tensd@o com o logaritmo da
concentracdo da solucdo, antes da descontinuidade associada ‘a CMC. Acima da
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CMC, a tensdo superficial permeneceu constante, indicando saturacéo da interface
pelo tensoativo.

O modeio linear revelou-se estatisticamente significativo em todos os
tratamentos empregados, com coeficiente de determinagédo (R?) das retas ajustadas
aos pontos experimentais antes da CMC apresentando valor médio de 0,987 (faixa
de variacdo de 0,935 a 0,998) e nimero médio de pontos experimentais
considerados de quatro {(minimo de trés @ maximo de cinco).
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FIGURA P.1. Obtengdio da CMC da quilaia Sigma a 25 °C, pH 3,0 e sem adigdo de

NaCl: réplica A.
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FIGURA P.2. Obtencdo da CMC da quilaia Sigma a 25 °C, pH 3,0 e sem adigdo de

NaCl: réplica B.
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FIGURA P.3. Obtencdo da CMC da quilaia Sigma a 25 °C, pH 3,0 e sem adigdo de
NaCl: replica C.
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FIGURA P.4. Obtengdo da CMC da quilaia Sigma a 35 °C, pH 3,0 e sem adicdo de
NaCl: replica A.
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FIGURA P.5. Obtengdo da CMC da quilaia Sigma a 35 °C, pH 3,0 e sem adi¢do de
NaCt: réplica B.
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FIGURA P.6. Obtengédo da CMC da quilaia Sigma a 35 °C, pH 3,0 e sem adi¢do de
NaCl: réplica C.
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FIGURA P.7. Obtencdo da CMC da quilaia Sigma a 45 °C, pH 3,0 e sem adigdo de
NaCl: réplica A.
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FIGURA P.8. Obtengéo da CMC da quilaia Sigma a 45 °C, pH 3,0 e sem adi¢do de
NaCl: réplica B.
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FIGURA P.S. Obtengdo da CMC da quilaia Sigma a 45 °C, pH 3,0 e sem adicdo de
NaCl: réplica C.
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FIGURA P.10. Obtencdo da CMC da quilaia Sigma a 25 °C, pH 3,0 e 0,5M de NaCl
adicionado: réplica A.
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FIGURA P.11. Obtencdo da CMC da quilaia Sigma a 25 °C, pH 3,0 ¢ 0,5M de NaCl
adicionado: réplica B.
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FIGURA P.12. Obtencio da CMC da quitaia Sigma a 25 °C, pH 3,0 ¢ 0,5M de NaCl
adicionado: réeplica C.
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FIGURA P.13. Obtencdo da CMC da quilaia Sigma a 35 °C, pH 3,0 e 0,5M de NaCl
adicionado: réplica A.
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FIGURA P.14. Obtengdo da CMC da quilaia Sigma a 35 °C, pH 3,0 ¢ 0,5M de NaCli
adicionado: réplica B.
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FIGURA P.15. Obtencsio da CMC da quilaia Sigma a 35 °C, pH 3.0 e 0,5M de NaCi
adicionado: réplica C.
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FIGURA P.16. Obtencdo da CMC da quilaia Sigma a 45 °C, pH 3,0 e 0,5M de NaCl
adicionado: réplica A.
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FIGURA P.17. Obtengdo da CMC da quilaia Sigma a 45 °C, pH 3,0 e 0,5M de NaCl
adicionado: réplica B.
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FIGURA P.18. Obtengdo da CMC da quilaia Sigma a 45 °C, pH 3,0 € 0,5M de NaCli
adicionado: réplica C.
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FIGURA P.19. Obtencéo da CMC da quilaia Sigma a 25 °C, pH 4,5 e sem adicdo de
NaCl: réplica A,
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FIGURA P.20. ObtencZc da CMC da quilaia Sigma a 25 °C, pH 4,5 e sem adicdo de
NaCl: réplica B.
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FIGURA P.21. Obtencédo da CMC da quilaia Sigma a 25 °C, pH 4,5 e sem adigdo de
NaCl: réplica C.
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FIGURA P.22. Obtencido da CMC da quilaia Sigma a 35 °C, pH 4,5 e sem adigdo de
NaCl: réplica A.
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FIGURA P.23. Obtencdo da CMC da quilaia Sigma a 35 °C, pH 4,5 e sem adicao de
NaCl: réplica B.
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FIGURA P.24. Obtengdo da CMC da quilaia Sigma a 35 °C, pH 4,5 e sem adigéo de
NaCl: réplica C.
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FIGURA P.25. Obtengdo da CMC da quilaia Sigma a 45 °C, pH 4,5 e sem adigdo de
NaCl: réplica A.
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FIGURA P.26. Obtengio da CMC da quilaia Sigma a 45 °C, pH 4,5 e sem adicdo de
NaCl: réplica B.
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FIGURA P.27. Obtenciio da CMC da quilaia Sigma a 45 °C, pH 4,5 e sem adigéo de
NaCl: réplica C. -
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FIGURA P.28. Obtencdo da CMC da quilaia Sigma a 25 °C, pH 4,5 e 0,5M de NaCt
adicionado: réplica A.
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FIGURA P.29. Obtencéio da CMC da quilaia Sigma a 25 °C, pH 4,5 e 0,5M de NaCif
adicionado: réplica B.
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FIGURA P.30. Obtengdo da CMC da quilaia Sigma a 25 °C, pH 4,5 ¢ 0,5M de NaCl
adicionado: réplica C.
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FIGURA P.31. Obtengdc da CMC da quilaia Sigma a 35 °C, pH 4,5 e 0,5M de NaCl
adicionado: réplica A.
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FIGURA P.32. Obten¢do da CMC da quilaia Sigma a 35 °C, pH 4,5 ¢ 0,5M de NaCl
adicionado: réplica B.
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FIGURA P.33. Obtengdo da CMC da quilaia Sigma a 35 °C, pH 4,5 e 0,5M de NaCl
adicionado: réplica C.
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FIGURA P.34. Obtencdo da CMC da quilaia Sigma a 45 °C, pH 4,5 € 0,5M de NaCi
adicionado: réplica A.
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FIGURA P.35. Obtengdo da CMC da quilaia Sigma a 45 °C, pH 4,5 e 0,5M de NaCl
adicionado: réplica B.
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FIGURA P.36. Obtengio da CMC da quiiaia Sigma a 45 °C, pH 4,5 e 0,5M de NaCl
adicionado: réplica C.
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FIGURA P.37. Obtencio da CMC da quilaia Sigma a 25 °C, pH 6,0 e sem adi¢do de
NaCl: réplica A.
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FIGURA P.38. Obtencdo da CMC da quilaia Sigma a 25 °C, pH 6,0 e sem adi¢do de
NaCl: réplica B.
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FIGURA P.39. Obtengio da CMC da quilaia Sigma a 25 °C, pH 6,0 e sem adi¢do de
NaCl: réplica C.
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FIGURA P.40. Obtencdo da CMC da quilaia Sigma a 35 °C, pH 6,0 e sem adi¢do de
NaC!: réplica A.
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FIGURA P.41. Obtencso da CMC da quitaia Sigma a 35 °C, pH 6,0 e sem adigéo de

NaCl: réplica B.
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FIGURA P.42. Obtengdo da CMC da quilaia Sigma a 35 °C, pH 6,0 e sem adicdo de

NaCl: réplica C.
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FIGURA P.43. Obtencio da CMC da quilaia Sigma a 45 °C, pH 6,0 e sem adi¢do de
NaCl: réplica A.
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FIGURA P.44. Obtencédo da CMC da quilaia Sigma a 45 °C, pH 6,0 ¢ sem adigéo de
NaCt: réplica B.
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FIGURA P.45. Obtencdo da CMC da quilaia Sigma a 45 °C, pH 6,0 e sem adicdo de

NaCl; réplica C.
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FIGURA P.46. Obtencdo da CMC da quilaia Sigma a 25 °C, pH 6,0 e 0,5M de NaCl
adicionado: réplica A.
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FIGURA P.47. Obtencdo da CMC da quilaia Sigma a 25 °C, pH 6,0 e 0,5M de NaCi
adicionado: réplica B.
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FIGURA P.48. Obtengédo da CMC da quilaia Sigma a 25 °C, pH 6,0 e 0,5M de NaCl
adicionado: réplica C.
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FIGURA P.49. Obtengdo da CMC da quilaia Sigma a 35 °C, pH 6,0 e 0,5M de NaCl
adicionado: réplica A.
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FIGURA P.50. Obtengdo da CMC da quilaia Sigma a 35 °C, pH 6,0 e 0,5M de NaCl
adicionado: réplica B. :
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FIGURA P.51. Obtencdo da CMC da quilaia Sigma a 3§ °C, pH 8,0 e 0,5M de NaCl
adicionado: réplica C.
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FIGURA P.52. Obtengdo da CMC da quilaia Sigma a 45 °C, pH 6,0 e 0,5M de NaCt
adicionado: replica A.
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FIGURA P.53. Obtengéio da CMC da quilaia Sigma a 45
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adicionado: réplica B.
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VHI. Apéndices.
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FIGURA P.54. Obtengdo da CMC da quilaia Sigma a 45 °C, pH 6,0 e 0,5M de NaCit
adicionado: réplica C.
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