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RESUMO

~ As saponinas de quilaia tem utilizagio como aditivos na industria de alimentos ¢
de farmacos principalmente como potencializadores de vacinas. A viabilidade técnica
do uso de extratos contendo quillaja saponaria molina como principio ativo na redugdo
do teor de colesterol do dleo de manteiga ja foi demonstrada em pesquisas na Faculade
de Engenhana Quimica e Faculdade de Engenharia Alimentos na UNICAMP,

Os extratos de quilaia disponiveis tem variado grau de purificagio contendo
também taninos, proteinas, carboidratos e aguicares. A Concentragio Micelar Critica.
CMC, desse extrato, determinada a 3 niveis de pH por meio do Método da Placa de
Wilhelmy, mostrou os seguintes valores: 198 mg/L (pH 3.0); 347 mg/L (pH 5,0) ¢ 388
mg/L (pH 7.0ya 25" C

Extratos de quil aza foram purificados usando a técnica de fracionamento por
espuma operando em processo semi-batelada . Utilizou-se uma coluna (didmetro; 2,81
cm; altura; 182 cm) dotada de placa de vidro sinterizado para produgdo de bolhas. O
gas de arraste era nitrogénio, a uma vazio de 22,60 mlL/min. A coluna era carregada até
uma altura de 152 - 158 em de solugio

Solugdes aquosas de quilaia a uma concentraciio inicial, abaixo, acima ¢ na
CMC ¢ nos pHs 3,0 5,0 e 7,0 foram fracionadas por espuma e a eficiéncia de
purificagdo foi avaliada.

A eficiéncia do processo foi monitorada através da determinacdo do PESO seCo,
da variagdo da tensdo superficial com a diluicdes sucessivas do espumado, ¢ pela
absorbancia, lida entre 190 a 240 nm. O processo mostrou-se inviavel a cdncentracées
aczma da 1€f\fiC dewdo a0 grande arraste da solugiio. A redugdo do pH e uma
cancentragéo 1n;c1al abar\o da CMC aumenta o enriqueczmcnto de saponinas na fase
cspuma € esgota todos os tensoativos da solugdo original. Dentre as condicdes
e¢studadas, os methores resultados foram aiclingados com 80 mg/l. a pH 3,0, obtendo-se
ur enfiguecimento superiora 10 vezes a concentragdo na solucdo inicial e um alto grau
de purificacdo, esgotando todos os tensoativos da solucdo extraindo-se 23 % dos

sélidos, valor que corresponde ao contetdo original de saponinas no extrato.

Palavras chases: Sapenina, quilaia, fracionamento por espuma, purificacio



ABSTRACT

Quillaja Saponins are widely used as additives in food and pharmaceutical
industry, more recently as vaccines adjuvants. The technical viability of the use of
quillaja saponaria moling extracts as a cholesterol solubilization agent from butter o1l
was already demonstrated in researches at Food of Engineering School and Chemical
Engineering School at the State University of Campinas.

Commercial quillaja extracts have distinct degree of purification, with tanins,
proteins, carbohydrates and sugars as other constituents. The Critical Micelle
Concentration, CMC, of an extract was determined at 3 pH levels, using the Wilhelmy
Plate Method, and the following values were found: 198mg/L (pH 3.0); 347 (pH 5,0) e
388 mg/L (pH 7,0), at 25° C.

Quﬂ%_aja extracts were purified by foam fractionation n a semi-batch process. A
glass column (.diameter:’z,S] cm; height: 182 cm) with a sinterized porous glass as gas
disperser was used. The gas used was nitrogen, at a flowrate of 22,60 mL/min. The
fiquid level in the column was 152 to 158 cm.

Quillaja aqueous solutions, at a concentration higher, equal or lower than the
CMC, and at pHs of 3,0, 5,0 and 7,0 werc foam-fractionated and the purification
efficiency estimated.

The process efficiency was monitored by measuring the dry mass, the surface
tension change with successive dilutions of the collapsed foam phase and the
absorbancy, read at 190 — 240 nm. The process was not feasible at concentrations higher
than the CMC, due to large solution entrainement. Low pH and an initial quillaja
concentration lower than the CMC increases the saponin enrichment m the foam phase
and depleted all surface-active substances of the feed solution. Among the conditions
tested, best results were obtained with a soEu‘ﬁon of 80 mg/L, at pH 3,0. A concentration
enrichment 10 times higher than the mmal solution concentration was obtamed, with
high degree of purification. depleting all surface—active components of the solution and
extracting 23% of the solids. a value that corresponds approximately to the original

saponin content of the extract.
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NOMENCLATURA

Ae => area total de adsorgdo de espuma, cm’

Ai = area total de adsor¢do de Si , em®

Ar = area total de adsor¢do de Sr, em?

CMC = Concentragdo Micelar Critica, mg/L.

h = altura da coluna de fracionamento, cm

hf = altura final da coluna de liquido no final do processo de formagdo de espuma, cm
hi = altura micial da coluna de liquido no inicio da formagdo de espuma, cm

1. = leitura do rotdmetro

M (St} = massa de solidos na solugdo inicial, mg

M (Sr} =» massa de solidos na Sr, mg

M (Se) = massa de solidos na Se, mg

me => massa de espuma recolhida, g

S1 = solugfo de extrato de quilaia que era colocada na coluna de fracionamento, chamada
de solugdo intcial, mg/L.

Se = solu¢do de espuma recothida no fracionamento por espuma, mg/L.

Sr = soluglio que permanece na coluna de fracionamento apds término da operagfio,
chamada solucdio residual ,mg/l. . . R ' )
t: = tempo de ‘fracionamentoj horas
Ts = Tenslp Superficial, mN/m
-\fsr = volume final na coluna de fracionamento, volume de Sr, mL

Vst = volume inicial de solugiio de extrate de quilaia que ¢ alimentada a coluna, mL

Ve = volume de espumado, mL



1. INTRODUCAQ

O crescente interesse do consumidor por produtos saudaveis. com baixo teor de
gordura e colesterol, justifica a intensidade de pesquisas dedicadas ao desenvolvimento
de novas tecnologias que reduzam apreciavelmente seus teores em alimentos
processados.

Muitos processos tem sido desenvolvidos ¢ implementados com o objetivo de
reduzir o teor do colesterol em produtos lacteos, tais como: destifagio por arraste a
vapor, extragdo supercritica, formagdo de complexos ou adsorgdo (empregando
digitoninas, ciclodextrinas), conversdo enzimaética, entre outros (Spember, 1 989).

A xfiégbiiidade da remogdo do colesterol do 6leo de manteiga utilizando Quilaia,
" um preparado comercial de saponinas obtido de cascas de Quillaja sapornaria Molina, e
terra diatomacea foi demonstrada por Sundfeld (1992).

G oleo de manteiga ¢ um produto isento de agua (<0.1%), resultante de uma
sequiencia de centrifugagdes do creme do leite, seguido de secagem 4 vacuo. B
composto sobretudo por friglicerideos, mas também contem acidos graxos livres e
contém de 2 a 3 mg/g de colesterol. Fragdes do dleo de manteiga recombindas podem
produzir um 6leo de alto ponto de fusfo, de potencial de aplicacio em vérias industrias
de alimentos, como por exemplo, inddstrias de chocolates, substituido a2 manteiga de
cacat.

O PrOCESSO de remocao do co]esterol do oleo da manteiga através do uso de
quzlala = baseado no contato liqurdo- Izquldo da, fase lipidica com uma solugiio aquosa
comentrada de saponinas. O colesterol forma agregados com micelas de saponinas
contidas na fase aquosa ¢ sofre posterior aéser@ée em terras diatomaceas, podendo ser
assim removido por adsor¢iio/decantagio/centrifugacdo. Fsta tecnologia apresenta
baixos custos operacionais, boa gualidade do produto final ¢ elevado rendimento, sendo
sua aplicagdo portanto favoravel ao mercado brasileiro (Brunhara et al, 1996},

As saponinas compdem um grupo de produtos naturais que tem fascinado
cientistas de todo mundo, pelo amplo espectro de efeitos bioldgicos que exercem,
principalmente na formulagdo de vacinas em animais e seres humanos. Os estudos
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relacionados a fabricacdo de vacinas com antigenos mais eficientes e a necessidade de
se trabalhar com componentes de alta grau de pureza revolucionou os estudos de
isolamento e purifica¢io de Saponinas de Quilaia, conseguindo-se vencer os obstaculos
da diversidade de sua estrutura (Kensil et al.,, 1991; Kensil et al., 1992 citado em Pillon
et al., 1996; Behboudi et al, 1995). Os extratos de quilaia comercialmente disponiveis
para fins alimenticios sdo extratos de cascas com variado grau de purificacio
denominados genericamente de Quilaia,

A propriedade de solubilizagdo do colesterol, em micela de saponinas pode ser
influenciada por componentes presentes no extrato de quilaia. A presenca de impurezas
nas micelas influenciam o fenémeno de formagdo destas, além de alterar o sabor ¢ o
aroma do produto final.

A téenica de fracionamento em coluna de bolha/espuma estd baseada na
habilidade de componentes de atividade de superficie, tais como as saponinas, se
concentrarem na,mterface gas-liquido.

As bolhas de gas ascendem atraves da solugdio aquosa de saponina. As moldculas
concentradas na interface gas-liquido sdo transportadas para a fase espuma que se
formara quando as bolhas enriquecidas em substancias tensoativas se desprendem da
fase aquosa. O uso de colunas permite que a fase espuma se eleve axialmente,
possibifitando a drenagem de liquido arrastado da solugdo inicial. Este refluxo interno é
um segundo mecanismo que permite a adsorgdio das saponinas na interface das bolhas
do leito de espuma .

Apesar do fracionamento por espuma ser uma técnica de ficil manipulacdo ¢ de
baixo custo, a literatura sobre o uso deste processo para concentrar e purificar saponinas
¢ restrita. Acredita-se que essa limitagao seja devido a dificuldade, também encontrada
neste trabatho, para analisar e quantificar as saponinas de quilaia. Além disso, a
estrutura molecular da saponina ¢ complexa e num mesmo extrato podem existir varios
1sémeros de uma mesma espécie e assoctagdes destes com outros componentes.

Com o objetivo de se dar complementagio ao Projeto integrado da FAPESP
“Remogdo do Colesterol do Oleo de Manteiga”, visa-se através desta tese de mestrado,
a possibilidade de recuperar e purificar a saponina de quilaia, usada no processo. Esse
isolamento por técnicas convencionais e g purificagdo constitui um problema dificil de
ser solucionado pela dificuidade de se separar os taninos, materiais corantes, agucares,
oxalatos. proteinas e outros compostos que slo extraidos simultaneamente sendo o

produto sensivel ao calor, ocorrendo caramelizagdo dos agticares presentes no extrato e

1
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formacdo de artefatos diferentes da saponina original.

Este trabalho contempla o uso da tecnologia de fracionamento por espuma para
concentragdo e purificagio de saponinas de quilaia do extrato comercial de quilaia
(Sigma Chemical, USA), através da reprodugdio e adaptagbes de alguns artigos
publicados.

Espera-se tambeém ter contribuido com subsidios para a futura utilizagio da
teenica de fracionamento por espuma aliada aos mecanismos de interagio saponinas-
colesterol, na recuperacio de saponinas e colesterol das fases oleosa e aquosa

provenientes do processo de extragdo do colesterol desenvolvido por Sundfeld (1992).



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. TRITERPENQOS

2.1.1, NOMENCLATURA

As investigagdes quimicas com odleos essenciais no inicio do século XIX
levaram ao isolamento de fracdes volateis de hidrocarbonetos de formula Cio Hig que
foram denominados “térpenos”. Mais tarde isolaram-se compostos oxigenados que
também se incluiam dentro desta classificagdo geral, geralmente dlcoois, cetonas, ou
outros constituintes menos volateis com esqueletos de 15, 20 ou 30 dtomos de carbono

{Allinger, 1986).

Segundo Bittener et al. {1992), os terpenos geralmente sio formados por
unidades de 5 atomos de carbono e sio provavelmente um dos compostos mais

amplamente distribuidos na natureza, junto com os alcaldides e os compostos fenélicos.

Estes compostos sdo encontrados principalmente no reino vegetal, e sdo
formados pela untfo virtual de unidades de CsHy (Isopreno) e CsHy, {Isopentano).

Essa relaglio do isopreno com os terpenoides ¢ absolutamente formal. Pelo que
se sabe do caminho da biosintese destes cOMpostos, os vegetais ndo o sintetizam a
paﬁir do "i'sopreno:- 0 qual nunca foi isdiade como produto natural. No entanio, 0
conhecimento da unido de duas ou mais unidades isoprénicas ¢ do isopreno como um
componente da estrutura, tem sido de grande ajuda na elucidagio de sua estrutura. Isto
levou a formulagao da regra do isopreno, que foi enunciada por Ruzicka {citado em
Bittener et al, 1992) que diz que um terpenoide deve ser dividido em unidades de
isopreno. A classificagio dos terpenos depende do naumero de tais unidades de 1soprenos

(Newman,1972), conforme indicado na Tabela 2.1
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Tabela 2.1: Classificagfio dos terpenos com base em unidades isoprénicas Newman

(1972)

Nome N° de unidades Formula molecular
Monoterpenos - 2 Cratlis
Sesquiterpenos 3 CysHas
Diterpenos 4 CaoHan
Sesterpenos 5 Castlag
Triterpenos 6 CsoHas
Politerpenos N {CsHg)nn

Algumas excegdes a esta regra, sdo aqueles compostos cujas estruturas nao
possuem um numero de atomos de carbono multiplo de cinco, como por exemplo, as
iononas, qué’ sio incluidas dentro deste grupo por sua natureza isoprenoide. Por outro
lado, se conhecem terpenoides que apesar de terem um nimero de dtomos de carbono
multiplo de cinco, tem uma disposi¢do que impede sua subdivisio nas mencionadas

unidades isoprénicas.

Uma categoria importante dos triterpenos séo os triterpenos pentaciclicos, que
sd0 compostos constituidos por um esqueleto base de 30 atomos de carbono originados
do esqualeno e se encontram no estado livre, como estéres e/ou glicosideos. Nos
triterpenos pentaciclicos podem-se distinguir dois sistemas de anéis: esteroidal ¢

tripernoide.

Todas as saponinas sdo glicosideos de esterois ou triterpenoides com atividade
em mterface Eensoatwos) Saponm&s mterpemcas predominam em plantas alimentares

¢ um numero muito grande de especies qmm;cﬁs podem existir numa espécie {Prince et

al.. 1983). n

-
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2.2 SAPONINAS

2.2.1 GENERALIDADES

As saponinas {do latim sapon = sabdo) representam um grupo de glicosideos de
esterois ou triterpenoides, que se dissoivem em dgua ¢ que apresentam atividade de
interface, ou seja, que reduzem a tensdo superficial da agua. Estes compostos sdo
anfifilicos (hidréfobicos e hidrofilicos) So formados por uma aglicona proveniente de
anéis policiclicos chamada genericamente de sapogenina a qual pode ter um esqueleto
esteroidal ou triterpenico, ligada a uma ou mais unidades de agucares (Oakenful, 1981;

Prince et al , 1987; Bittener et al., 1992).

As saponinas podem estar presente em qualquer parte da planta. Elas tem sido
‘encontradas nas raizes, caule, frutas, folhas ¢ em alguns casos na planta inteira. O
conteudo de saponina varia nas diferentes plantas, geralmente de 0,1 a 5%, mas na

casca da quilaia ela chega atingir 10% e na raiz da gypsofila 20% (Prince et al.,1987).

Alguns dos vegetais que contribuem para a dieta alimentar contem saponinas.
Entre os mais comuns cita-se: espinafre, beterraba, soja, alfafa, feijdo, ervitha, aspargos,
tomates, batatas e chd. As saponinas também aparecem em plantas de uso medicinal,

cosmeéticos, omamentals enire outros.

Os extratos de plantas contém misturas de saponinas variando muito em
propriedades quimicas, fisicas e bioldgicas. As propriedade tais como poder
emulsionante, capacidade de formagiio de espuma em solugdes aquosas, cfeito
hemolitico no sangue e pénneabilidaée ‘em membrana sdo atribuidas a alta tensfio
superficial das solucBes aquosas. (Ruiz, 1979). Essas propriedades podem ser usadas na

deteccdo e mesmo quantificagdo desses compostos.

A solubilidade destes compostos aumenta em solugdes diluidas de alcoois
{etilico, metilico e butilico), particularmente quando so aquecidos (Fernandes citado

em Ruiz, 1979}

As saponinas sdo soliveis em agua e etanol, parcialmente soliiveis em metanol e
insoluveis em acetona, hexano e hidrocarbonetos superiores. Podem ser parcialmente
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precipitadas em solugdes de hidréxido de bario, hidroxido de magnésio, acetato basico
¢ neutro de chumbo, ou serem saturadas em solugdes aquosas de sais como cloreto de

sodio, sulfato de amonia e sulfato de magnésio (Ruiz, 1979).

2.2.2. O USO DE SAPONINAS

Devido a sua habilidade de formar espuma em solugiio aquosa mesmo 4
concentragdes baixas como 0,01%, as saponinas tem sido largamente empregadas no

preparo de bebidas, doces, xampus, sabdes ¢ extintores de incéndio (George, 1963).

Foram patenteados cosméticos que utilizam saponinas na formulagio para
produzir espumas que nio agridam o meio ambiente na concentragdo de 0,08- 10% em

peso € pH 3,2 — 10.2 (Mizumaki e Kuroda, 1996).,

As saponinas sdo os triterpenos mais usados no controle da esquistossomose,
pois sfo toxicas aos caracois. Na Africa os nativos preparam extratos de saponinas para
controle da esquistossomose, tem se¢ conhecimento de duas espécies de drvores

africanas ricas em mais de 10% de saponina em peso (Rouhi, 1995).

Uma dieta rica em saponinas tem sido recomendada pelo numero de atividades
benéficas fornecidas ao corpo humano como por exemplo: efeito expectorante,
antibiotico, anti-inflamatorio, redu¢fio da concentragdo do colesterol no plasma e
indugdic a formagdo de acidos biliares. Kudou et al.{1993) relatam em seu artigo as
atividades fisiologicas de saponinas de griios de soja: antioxidante, inibidora da
inteccdio de HIV e anticancerigena

Ha muito tempo as saponinas sdo utilizadas como potencializador em vacinas
como rébi"ca._ ¢ antimalaria. A atividade das saponinas como imunopotencializador nio
parenteral ‘envolve varios mecanismos entre cles o aumento da permeabilidade da
mucosa intestinal (Mahraf, et al., 1986). Na ultima década, uma atracdo especial esta
sendo dada ao uso de saponinas de quilaia como componente da matriz de iscom {ver

secdo 2.3)

Algumas propriedades atribuidas as sapominas em geral como atividade

hemolitica, formagdo de complexos com o colesterol ¢ sabor amargo, sio mais
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propriamente caracteristicas de tipos particulares de saponinas e nem sempre
compartilhada com todas elas. Algumas propriedades ja foram relacionadas a saponinas

especificas e s@o comentadas abaixo.

‘Na Faculdade de farmécia da UFRGS estuda-se a saponina do ilex
paraguariensis arvore originaria do sul do Brasil, Argentina, Paragual e Uruguai, onde ¢
chamada mate; a qual ¢ usada para preparo do chimarrio: o seu uso popularizou-se
devido ao efeite estmulante, diurético ¢ anti-reumatico ¢ que, em -parte, pode ser

atribuido as saponinas (Gosmann e Guillaume, 1995),

A Quinoa ¢ um pseudocereal que ¢ uma atragdo internacional como suplemento
alimentar ndo somente pelo conteudo proteico e qualidade dos seus aminoacidos mas
também como fonte de vitaminas, minerais e gorduras. A quinoa apresenta uma média
protéica de 14,6% (peso fresco ) em algumas variedades equatorianas chega a um
contelido proteico maioz; que 21,9%. A proteina ¢ de boa qualidade pela quantidade de
aminoacidos disponiveis. A quinoa pode ser classificada como amarga ou doce de
acordo com a quantidade de saponinas que apresenta. Na América do Sul a variedade

predominante ¢ a amarga {(Kozi0l,1991).

A Vernonia amygdalina presente na Africa tropical (Oeste) ¢ utlizada como
antimaldrico, anti-helmintico, antianoeroxico € para aplicagdes ginecologicas. Foi
observado o comportamento dos chimpanzés doentes que tinham o habito de mastigar

esta planta (Igile et al.,1995).

A Nauclea diderrichii também da Africa é uma arvore sempre verde, usada

contra parasitas e outras doencas tropicais (Lamidi et al., 1995)

O g,enera Smilax possui 350 espemes largamente distribuidas nas zonas
temperadas e troptcazs através do mundo principalmente Asia, América do Norte ¢
Ameérica do Sul. No Brasil o primeiro estudo quimico da espécie Smilax se deu no Rio
de Janeiro (UFRJ- Faculdade de Farméacia) onde estudaram, isolaram e identificaram as

saponinas desta planta utilizadas no tratamento da gota (Bernardo et al, 1996}

O estudo de sapominas de Yucca schidigea arvore nativa americana revelou
grande potencial comercial. A planta tem permisso do FDA como segura para o
consumo humano. O extrato de seus nizomas ¢ utilizado como agente formador de

espuma para bebidas carbonatadas e como acentuador do sabor. Seis saponinas foram

H
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isolada da Yucca schidigera. Os compostos sdo ativos na protegiio de produtos’
processados contra deterioragdo de alimentos por leveduras, como Saccharonyce
Cerevisive, candida albicans (levedura dermatologica) e Hansenulla anomalla

(levedura responsavel pela deterioragdo de alimentos) (Rouhi, 1995},

Raizes de Ginseng (Ginseng Radix) sdo tradicionalmente usadas como tbnico,
sedativo, tranguilizante e atividador antihemolitico. Sendo conhecido na medicina
Chinesa como “elixir da vida”. Na farmacopeia japonesa a origem do Ginseng Radix é
conhectda como Panax ginseng e dois tipos de Ginseng o branco, no branco a raiz ¢
seca e descascada, e o vermelho, no vermelho as raizes sfo secas com vapor adquinndo
uma coloracdo caramelada. Kitagawa et al. citado por Samukawa et al. (1995) descreve
as transformagdes sofrida na biotividade devido ao processamento das raizes.
Consideragdes recentes na bioatividade dos dois ginsengs e seus efeitos na corrente
sangilinea S ’a:gregagﬁo das plaquetas promoveu um maior interesse para a
‘caracterizagdo quantitativamente e qualitativamente das saponinas de Ginseng

(Samukawa et al, 1995).

2.2.3 CONSEQUENCIAS FISIOLOGICAS E _NUTRICIONAIS DO USO DE
SAPONINASEM ALIMENTOS

A ocorréncia dos varios efeitos biologicos atribuidos as saponinas e as
conseqiiéncias fisiologicas e nutricionais de sua presenca em alimentos ¢ ragdes (efeito
hipocolesterolémico, toxidade entre outros) sdo dependentes tanto da sua goncentragdo

quanto daé'gstmturés quimicas particulares preséﬁtes (Prince et al.,1987).

Em wvirtude de sua acfio detergente e emulsificante as saponinas possuem
atividade emoiisante, sendo altamente téxicos para peixes ¢ animais antibios ¢

produzem o temperanismo dos ruminantes (Ruiz, 1979)

A atividade hemolitica dos extratos de panama (Quidlaja saponaria Molina)
(Quilaia Bark), juazeiro (Zizuphus joazeiro M) e raizes de salsaparritha /Smulax
officinadis Kuntit) tiveram atividade hemolitica detectavel a um nivel de 10 ppm em

refrigerantes vendidos no Brasil como extratos de liquores (Souza, 1969).

i
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O uso de plantas que contéem saponinas como fonte de matéria prima para
proteinas, fibras e amidos levou a uma vasta pesquisa sobre métodos de determinagio ¢
identificagdo das saponinas, para detectar se¢ o gosto amargo no produto final
processado era proveniente das saponinas ou de outros componentes (Curl et al. 1985;

Fenwick et al.; Kitagawa et al., 1984).

Recentes estudos na Gra-Bretanha mostraram gue a ervitha tem grande potencial
como tonte de proteina vegetal para o consumo. No Reino Unido estudos tem sido
realizados no intuito de aumentar a colheita, otimizar as condiges de isolamento da

proteina e identificar e explorar outros produtos provenientes do processamento.

Prince et al. (1985) analisaram & farinha de ervilha proveniente de 36 variedades
de ervilhas e constataram a presenca de taninos em todas as variedades mas ndo
observaram relaglo entre a presenga de taninos e os efeitos sensoriais indesejaveis.
Comprovou-se.entfio que as fragbes ricas em proteinas que foram isoladas continham
saponina de soja [ (soyasaponin I}, a qual foi atribuido o gosto amargo ¢ adsirigemte
presente na farinha. Mas sendo o tanino uma familia de diversos compostos
polifenolicos a afirmagio nfio exclui a correlagio entre um composto fendlico

especifico e a sua influencia nos resultados encontrados.

A quinoa tem potencial pela suas propriedades de resisténcia a seca ¢ ao frio e
pode ser cultivada em solos pobres a altas altitude; sendo uma atracdo na Europa para
ser utilizada na alimentaciio humana e ragdo animal. O problema para aceitacio do
produto € ¢ gosto amargo que pode ser devido as saponinas as quals estiio presente
como protegdo natural da planta contra insetos e passaros (Ng, Price e Fenwick,1994).
Os autores_gncontraram a presenca de dcido phytolaccagenic nas saponinas de quinoa.
Fste dcido ndo estd presénte em piéntas usadas na alimentagdo humana ¢ sdo
conhecidos éela sua toxidade para os anim{gis. Todas as saponinas amargas continham
este acido ¢ duas variedades de saponina:s ndo amargas ndo o apresentaram (Ng et

al., 19943,

A toxidade das saponinas presente em ervithas, feljdo e soja foi analisada
atraves da mortalidade de peixes e da atividade hemolitica. A atividade hemolitica dos
extratos de feyjdo foram significativamente maior gue a da ervilha e a da soja. A maior

atividade hemolitica em células de sangue de cameiro e coelhos foram respectivamente
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30,0 e 6,24 mg de saponina equivalente/ g de legume. Schimidt et al (1950) citado em
Khalil eAdawy {1994) demonstraram que a atividade hemolitica das saponinas varia

com a origem dos eritrocitos sendo inferior no homem e alto nos cameiros.

- A forma de extragio dos grios também forneceram resultados diferentes de
toxidade. Quando a saponina era extraida com etanol / dgua (1:1) os extratos
mostraram-se mais tOxicos aos peixes mostrando ser o melhor método para extragio de
saponinas. A toxidade de saponina isoladas de diferentes legumes foi similar em ambos
0s ensatos { Com peixes e sangue) exceto para as ervilhas que mostraram maior
toxidade em ensaios com peixes e menor toxidade em ensaios com sangue, sugerindo
que as saponinas presentes nos legumes tem comportamento diferente de acordo com a

sua composicdo quimica ( Khalil e Adawy,1994).

A alfafa {Lucerne) ¢ barata ¢ uma excelente fonte proteica apresentando um

aumento no_scy, consumo como ragdo para o gado. Apesar de ser um legume rico
.- E)

‘esbarra num obstaculo, a presenca da atividades fisiologicas das saponinas as quais sdo
rGSponééveié.peEa inibi¢cdo do crescimento de pitinhos ¢ redugdo de ovos colocados
pelas galinhas. além do inchago em ruminantes. As saponinas de alfafa sdo glicosideos
formados por um triterpenoide pentaciclico como aglicona. A hidrolise acida das
saponinas de alfafa forneceu também sapogendis de soja A-E e dcido medicagenico
como produto principal ¢ outros produtos em menores quantidades como o acido
lucernico ¢ hederagenina. Os sapogenois de soja tem sido relatados como inofensivos
aos pintos, ratos e camundogos enquanto o dcido medicagenico intbe o crescimento
destes animais, sendo este o mator responsdvel pelos efeitos observados, Os autores
extrairam este dcido da matéria prima original para aproveitamento do consumo da

alfata como racgiio.(Dinesh e Bories,1987).

Shany et al. (1970) citado em Khalil ¢ Adawy (1994) relatam que os extratos da

raiz da alfafa tem maior atividade superficial e sdo mais hemoliticos do que as partes

mais altas da planta.

No Brasil investiga-se a lex dumosa Reissek a qual esta sendo usada para
adulteraragdo do mate {//ex paraguariensis) . As saponinas de [lex dumosa possuem
atividade hemolitica e recentes trabalhos associaram esta espécie a problemas

gastrointestinais (Heinzmann e Schenkel, 1995),
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2.2.4 DESCRICAQ DOS METOBOS DE SEPARACAO E PURIFICACAQ DE
SAPONINAS

e Antecedentes

Nos trabalhos de investigacio das saponinas ¢ preciso extrair cuidadosamente 0s
componentes do vegetals em estudo para em seguida isolar e purificar 0s compostos
presentes no extrato obtido. Os produtos obtidos da purificagfio sdo analisades com
técnicas espectroscopicas descritas para triterpenoides ¢ métodos quimicos para sua

identificagdo.

Para esclarecimento das estruturas de saponinas € ou sapogeninas, hd técnicas
que utilizam especfroscopia immfravermelha, de ressondncia magnética nuclear do
carbono 13 (RMN" (), ressonancia magnética nuclear do proton (RMN'H), espectros
de UV/ Vigi\fel, espectros de massa e cromatografia liquida de alta eficiéncia. As
técnicas es;ﬁéétmfotométricas podem sofrer a interferéncia de aglcares e outros

mterferentes na solugfo.

A cromatografia liquida de alta eficiéncia, tem sido utilizada para quantificacdo
¢ identificagfio de saponinas. A medigio do teor total de saponinas tem sido realizada
com sucesso através da determinacio das sapogeninas por HPLC ou cromatografia
gasosa (CG). Os métodos envolvem hidrolise acida das saponinas para formagdo das
sapogeninas (ue sdo extraidas do hidrolisado com solventes orginicos e purificadas por
cromatografia em coluna. As saponinas purificadas sdo quantificadas diretamente por
HPLC ou derivatizadas e analisadas por CG (Kaisuka ¢ Takahashi, 1983; Grassi et
aL.,i‘}%). L

e {(‘romatografia

A Cromatografia ¢ uma técnica que permite separar, isolar ¢ identificar os

componentes de uma mistura de compostos guimicos. A amostra ¢ distribuida entre

e

uas fases, uma estacionaria e outra movel. de tal forma gue cada um dos componentes

da mustura ¢ seletivamente retido pela fase estaciondna.
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A separagdo ocorre em uma coluna tubular recheada de um solido poroso
finamente dividido, na qual pode atuar como fase estacionaria propriamente dita ou
como suporte de uma fase estacionaria liquida. Tambem se pode efetuar a andlise
utilizando como fase estaciondria um papel de fiitro ou um solido finamente dividido,
colocado em forma de camada fina sobre uma placa de vidro. Estes trés tipos de
cromatografia se baseiam nos mesmos principios fundamentais, ¢ se conhecem
respectivamente como cromatografia em coluna {CC), em papel ¢ de camada fina ou

delgada (CCD) respectivamente (Benjamin et al..,1973).
e Cromatografia liquida

Durante muitos anos se praticou a cromatografia liquida de uma forma classica e

. S ) . . a .
que consiste basicamente de uma coluna de vidro, cujo didmetro varia entre 2 a 10 cm
aproximadamente, recheada com algum material, como silica, aluminio, agtcar e etc,,

cigas particulas sdo em geral de um tamanho de cerca de 200u.

Nesta coluna, se introduz a2 amostra dissolvida em fase movel, por meio de um
conta- gotas ou pipeta, e em seguida se coloca o solvente. eluindo-se a amostra atraves
da coluna. O peso da amostra varia de 0,1 a 1,0 g ou mais. O solvente ou fase movel flul
através da coluna por efeito da gravidade, produzindo apenas uma, pequena pressido
exercida pelo volume da fase movel que se agrega a coluna. O soluto ¢ recolhido na
base da coluna em fragdes de volume determinado. Um dos inconvenientes desta
técnica ¢ o longo tempo de andlise requenido, assim como, a impossibilidade de
reutilizaééqtdo rechelo, pois uma parter da amostra se adsorve irreversivelmente. O
principal problema da cromatografia iiquida classica ¢ a identificagdo e quantificago
dos componentes que eluem da amostra dissolvidos em fase movel. Geralmente utiliza-
se uma técnica auxiliar, como por exemplo, espectofotometria, analise quimica, ou
simplesmente registro gravimeétrico, para calcular o conteudo de cada um dos

componentes da mistura nas fragdes coletadas (Benjamin ¢ Harold. [1973).
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s {“romatografia Liquida de Alta Pressdo (HPLC)

Este tipo de cromatrografia utiliza colunas de didmetro muito reduzido (Z mmj,
recheadas de materiais especificos pulverizados, cujas particulas tem um didmetro de
30 - 40 um, e em certas ocasides, 10 um. Esta coluna ¢ muito eficaz na separagdo, mas
oferecer grande resisténcia ao fluxo de fase movel, dando uma grande queda de pressio.
Por isso, se utiliza o sistema de bombas de alta pressio, que fazem fluir a fase movel a
uma velocidade razodvel através da coluna. A quantidade de fase estaciondria dentro da

coluna € pequena, requerendo uma pequena quantidade de fase movel.

Se a pressio na entrada da coluna ndo for muito elevada, a amostra € introduzida
na camera de mjecdo mediante uma seringa de alta pressdo Quando se necessita de

pressdes mais elevadas, utilizam-se valvulas de injegio.

— A

2 X ¥ . . .
Um detector € colocado na saida da coluna, proporcionando um registro
continuo da composi¢io do liquido efluente, obtendo-se um cromatograma similar ao

obtido por cromatografia gasosa (Benjamin e Harold, 1973).
e (romatografia Gasosa (CG)

Os gases ou substancias volatilizavels podem ser separados utilizando-se a
Cromatografia (Gasosa. A separagfo se baseia-se na diferente distribuigdo das
substancias da amostra entre uma fase estacionaria { solida ou liquida} € uma fase

mével ( gasosa). ...

“

) ' 1
A analise por CG requer substiancias estaveis termicamente, caso contrario ha
. - . iR .. R
necessidade de se formar um dertvado com estas caracteristicas, 0 que nem sempre €

viavel {Collins, 1993}
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2.2.5 DETERMINACAQO QUANTITATIVA DE SAPONINAS

A maioria das técnicas reportadas para extragdo de saponinas baseiam-se em
extrag:ﬁé com solventes organicos. Uma pré purificagfo do extrato ¢ feita por meio de
partigdo entre solventes. Estas técnicas se¢ baseiam nas propriedades de solubilidade e
polaridade, razdo pela qual, se empregam solventes polares em diferentes proporgdes.
A solubilidade destes compostos aumenta com a temperatura € portanto, a extragio a
quente sobre percolacdio continua tipo Sohxlet, foi utilizada durante muito tempo (Ruiz,
1979). A extragdo com solventes encontrou bastante inconvenientes, tals como a
necessidade da mamipulagdo precisa, excesso de tempo requerido para técnicas
rotineiras, influéncia do solvente utilizado no sabor do produto final ¢ a dificuldade de
se isolar as saponinas dos taninos, cinzas, oxalatos ¢ carboidratos que sdo extraidos

simultaneamente com elas.
. H

Como- técnicas adicionais de extracio ¢ purificagdo, tem-se reportado a
cristalizagfio, a coleta de espuma, assim como as separagdes por cromatografia em
coluna e por adsorgio em carviio ativo. No caso de adsor¢do em carvdo os resultados
foram condicionados ao grau de purificacdo, marca ¢ lote do carvido (Prince et al, 1985
e Van Atta et al., 1961). A produgfio de espuma estd entre as propriedades mais
comumente empregadas para detectar saponinas, mas o método estd sujeito a
consideraveis fontes de erro, tais como, a umidade relativa do meio, o tempo de
passagem do ar para formar a espuma, o tempo da solugdo, assim como a interferéncia

de outros compostos que produzem espuma (Ruiz, 1979).

~ Segundo Ruiz (1979) se tratando de saponinas um interesse todo especial ¢
dirigido a ‘andlise "¢ determinacdo da estrutura  das sapogeninas. Sua liberagdo,
entretanto, geralmente requer condigdes drdsticas tais como a hidrélise 4cida ou
alcalina, com aquecimento por varias horas, podendo originar produtos de degradacgiio
das saponinas ou heterosideos intermedidrios como pro-sapogeninas. Para obtencdo de

glicosidase, ou

&

produtos genuinos da hidrdlise, Ruiz sugere o uso de saponases,

meétodos microbioldgicos.

Os efeitos de varios procedimentos de hidrélise no rendimento de sapogeninas e

o perfil das saponinas obtidas foram estudados para a saponina de soja por Curl et al.
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(1985), Fenwick ¢ Oakenful {1981) citado por Ireland ¢ Dziedzic (1985) e Prince et al.
{1983,

Ireland et al. (1986).concluiram que a hidrolise com acido sulfurico em meio
metandlico anidro fornecia melhores resultados do que a lmdrolise com dioxano em
agua sugerido por Gestetner et al, (1966). O tempo de hidrolise com acido salfurico foi
de 3 horas e houve liberag@io dos sapogenois de soja A e B . Os resultados comprovaram
que s sapogenos de soja B,.C, D ¢ E obtidos através da extragdo de saponinas de soja
desengordurada, seguida de hidrolise e subsequente analise das sapogeninas por HPLC
usande eluigdo gradiente e detector de massa por lreland ¢ Dziedzic (1985), sdo
provavelmente artefatos do procedimento de hidrélise ¢ que sdo possivelmente
formados pela agfo de acidos aquosos sobre os sapogenois A e B, fortemente

influenciado, pelo tempo, tipo ¢ composi¢do do acido usado na hidrélise.

Nos _trabathos de Ireland e Dziedzic (1985 e 1986) foi usada a razdo
sapogemna!carbmdratos {1:1) para estimar o conteudo de saponinas totais como ©
dobro do valor da sapogenina esta relagdo ja havia sido usado nos trabalhos de

Gestemer et al, (1966)

Para a determinagio das espécies quimicas individuais, assim como do teor total
de saponinas, técnicas cromatograficas foram desenvolvidas, um grande numero de
trabalhos foram publicados e especial atengfio foi dado ao CG. Mas o mctodo, CG, so
pode ser usado para separagio e quantificagio da aglicona (apos hidrolise €
derivatizacio) envolvendo perdas de informagdes estruturais sobre a parte glicosidica e

perda de matertal durante a hidrolise ¢ derivatizagdo (Rwiz et al., 19935).

Aiecmca HPLC apresenta maior velocidade ¢ poder de resolucio a temperatura
em‘abiente que a: -CG (Burnouf e DeHeI 1986) mas enfrentou muitas dificuldades ~
relacionadas: ao: comprimento de onda . coluna cromatogratica , o tipo de operagiio
HPLC e.a escolha da melhor fase moével que variavam muito para cada espécie de
saponina ¢ dentro desta espécie algumas saponinas cram preferencialmente eluidas em

uma determinada condi¢iio cromatograficas utilizada.

Nos trabathos publicados na década de 80 havia uma discorddncia entre os
cores encontrados para saponinas por analise CCD (Cromatografia de Camada

DDeloada), HPLC {analise das saponinas inteiras e sapogeninas) ¢ CG
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A diferenga entre os altos valores encontrados por CCD por Fenwick'e
Oakenfull (1981) citado por Ireland e Dziedzic (1985} ¢ os baixos valores encontrados
Ireland e Dziedzic (1985) foram atribuidos a uma hidrolise incompleta das saponinas,
havendo a necessidade da otimizacdo do tempo de hidrdlise e controle da perda de

material durante a extragio.

Foi também demonstrado que a andlise de saponinas de lotes diferentes -

(mercadoria € procedéncia) por CCD ndo reportavam os valores obtidos por Ireland e
Dziedzic, (1985) por HPLC ou Kitagawa et al. {1984) citado em Ireland e
Dziedzic.(1985) por CG. A diferenga dos valores encontrados para as saponinas foram
relacionados a técnica utilizada ¢ a procedéncia das saponinas. Possivelmente a analise
por CCD fornecta valores maiores devido a formagfo de interferentes e a dificuldade de

elimina-los.

Existe também uma controvérsia entre os valores encontrados pela analise
. E
sensorial para os produtos que contém saponinas e sua relagdo com a adstringéncia ¢ 0

teor de saponinas presentes no produto (Prince et al; 1985; Ireland e Dziedzic, 1986)

Na década de 80 um dos poucos trabalhos de extragdo e purificacdo de
saponinas por analise HPLC, fase reversa ¢ leitura a 210 nm de saponinas, foi o de
Shimizu et al (1983). As saikosaponinas purificadas eram comparadas com amostras
auténticas através dos espectros de RMN 'H e P C. Foi observado que algumas
saponinas sfo instaveis sob extragdo em condigles acidas ndo sendo identificadas no

produto final, necessitando da adicdo de um tampdo neutro na analise HPLC

A utilizag@o do HPLC fase normal foi evitada para separar giicosideos solavets
em agua pois ocorre rapida deteriorago da coluna de silica gel pela fase movel aquosa.
Uma das“spiugﬁe's" encontradas foi modificar o;émpacotamento da coluna, sugerida nos
trabalhos Yamaguchi et al. (1986); e Kasai et al. (1987), que tornaram vidvel a

separagio

Radosevich ¢ Delfel (1986) estudaram a influéneia da adigdo do TFA (acido
trifluroaceético) quando adicionado aos reagentes utilizados como fase movel. no caso
acetonitrila € agua. A adi¢dio do TFA suprimiu a ionizacdo do grupo carboxil por ser um
acido mutto forte, aumentando a separagdo das saponinas por HPLC {fase reversa) para

uma separacdo completa em oito saponinas triterpénicas. A adicdo do TFA deve ser
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apropriada para HPLC preparativa porque o TFA ¢ suficientemente volatil para ser
removido por liofiolizagdo. A ordem de elui¢dio das saponinas foi fungfio da

hidrofobicidade da porgido triterpenica na molécula.

" Devido a similaridade das estruturas quimicas ¢ extremamente dificil isolar as
saponinas puras, Uma situagdo que apresentou bons resultados fol a apresentada por
Kudou et al. (1993) para a soja. Eles relatam o isolamento de cinco saponinas de soja
divididas em trés grupos A, B e E em fungdo da estrutura da aglicona (soyasapogenol
A.B e E). Existe uma nomenclatura complexa para denominar as diferentes saponinas
de soja conforme a ordem de eluicdo dos picos no HPLC, e, aparentemente, as mais
importante s3o soyasaponinas og,BgBa,yg,ya . O peso molecular destas saponinas
variam na faixa de 892 a 1084, Na realidade, esses autores demonstraram que essas
soyasaponinas sdo as formas intactas (estruturas conjugadas que seriam um DDMP),
obtidas sob condigbes brandas de extragdo, de estruturas ja conhecidas de saponinas de

i 2

s0ja, ou seja. as soyasapomnas V, I, I, Il ¢ IV respectivamente obtidas com pré

tratamento a 100°C. As soysaponinas sdo apresentadas na Figura 2.1.

A solugio de DDMP conjugado mudou para uma coloragio marrom com
aquecimento € produziu um componente identificado através de padrio analitico como
maltol por HPLC e UV com méxima absor¢cio em 274nm. A formacfio de maltol
durante o aquecimento de saponinas pode ser um importante fendmeno no

processamento de graos (Kudou et al., 1993)

Kikucht et al. (1987} determinaram monossacarideos individuais isolados de
saponinas comerciais japonesas atraveés da analise HPL.C, leitura com indice de refragdo
de 346nm.¢ padrdo interno maltose. Os agucares encontrados foram xilose, ramnose,
glucose, efgaiaétc;sjé. Kikuchi et ak: (1987)‘r¢1ata;rém que a literatura apresenta trabalhos
de hidréi‘isé de glicosideos sob condigdes drasticas, mas nestas condigbes os
monossacarideos sofrem decomposicio. As condigdes de hidrélise e a escolha do

solvente afetam a recuperacdo de monossacarideos.

Ruiz et al (1993);, Samukawa et al (1995) |, Lamidl et al (1995 ) apresentaram
trabalhos consistentes onde finalmente se chegou a um consenso que a técnica HPLC ¢
brandas condigdes de extragiio forneciam as melhores condi¢des para purificagdo de

saponinas.
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Figura 2.1 Estruturas do Grupo B de Saponinas em Sementes de Grios de soja

(Kudou et al, 1993)

Ruiz et al (1995) determinou por HPLC saponinas de tremogo em condig¢les
suaves de extragdo com etanol e 0,01% de EDTA . A soyasaponin VI (SSVI) que ¢ uma
forma conjugado da sovasaponin I (SSI) foi a unica saponina detectada em condigdes
brandas. Concordande com o trabalho de Massiot et al (1992) que isolou a SSVI da
alfafa e a caracterizou como percursor natural de SSI, Kudou postulou que os DDMP
’qonjuéagi;)s sdo-forma intactas de saponinas .no caso do grio de soja enquanto as”
sovasaponins de I a V normalmente associadas a soja e que sdo obtidas apos exaustiva

extracdo a quente, sdo artefatos de degraéhg;ée da forma DDMP.

Samukawa et al. (1995) estudaram a influéncia da variagio da concentracdo do
solvente, do didmetro, do comprimento da coluna e da temperatura da coluna na
separa¢do por HPLC, em uma coluna Cg,. Uma mistura de dois esterioisdmeros. foi

separada com o sistema gradiente e fase movel ACN/Agua (21:79 (viv)) e ACN com
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leitura a 202nm. As analise foram comparadas com os padrdes obtidos por Kitagawa et

al.(1983) citado em . Samukawa et al. (1993)

As saponinas identificadas numa planta estio relacionadas com a especie, a
variedade, as condigdes de hidrolise da aglicona, a estabilidade de certas saponinas, a
formacio de artefatos e a técnica de enstlagem utilizada . Em uma mesma planta pode-
se identificar saponinas diferentes de acordo com o tratamento utilizado ¢ com a parte
da planta utilizada (aérea, raiz, folhas madetra ou casca) (Kalac et al.; 1996, Ng et al ;
1994; Rao ¢ Bores, 19837). Os resultados de purificacio obtidos tambem sdo
fortemente influenciados pela técnica cromatografica escothida ou pela analise de
saponinas inteiras ou de sapogeninas. Alguns trabalhos de extragdo e purificagdo de

saponinas sio apresentados na Tabela 2.2

¥

Tabela 2.2 Identificacdes das estruturas de algumas saponinas

Espécie = Habitat Condicdes de extracio - Referéncias |
Venonia Oeste da Extracdo com metanol, CC, CCD, HPLC, | lgile (1993)
amyedalina . Africa hidrélise, RMN |
Hex - Brasil - Rio | Extragiio com etanol, CC, hidrolise, CCD, Heinzmanne
Dumosa  Grande do RMN  Schenkel

| Sul (1995}
Mimosa Porto Rico Extracdo com metanol, extrato tratado 5 Englest et al, _'

CPriga - com butanoliagua; CCD, UV, CG. MS, (1995)

| RMN
b s
NG Ric de Extracio com metanol, partigdo entre Bemardo et

- Officinalis laneiro

dgua e butanol. CC com misturade  al{1996)

Brasil solventes ¢ gradiente, hidrolise, RMN

-
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2.3 SAPONINAS DE QUILLAJA SAPONARIA MOLINA

2.3 1 PROPRIEDADES E APLICACOES

Comercialmente, Quilaia é uma denominacdo genérica para uma série de
produtos obtidos das cascas de Quillaja Saponaria Molina conhecida também como
sabfo em casca (soap bark}._E_uma arvore nativa do Chile e do Peru, cultivada no Sul
da Califérnia. A arvore tem de 15 a 20 m em altura e geralmente apresenta flores
brancas. Uma ilustragiio da arvore se encontra na Figura 2.2. A espécie brasileira
Quillaia Selloniana ou Fontenellea brazilienses, tem propriedades similares a Quillaia
Saponaria. A arvore contém taninos € materiais corantes, sendo utilizada em fabricas
para lavagens de roupas, limpeza de lentes, como detergentes, agente espumigeno em

_Xampus ¢ tomco capilar. A parte utilizada das cascas é a interna, seca ¢ desidratada; a
qual contem de 9 a 10% de saponinas. Os extratos da casca sio também usados com
agente emulsificante, em industria de filmes, como expectorante, diurético ¢
estimulantes cutaneos. O extrato liquido ¢ empregado em logfo para certos problemas

de pele e do couro cabeludo (Grieve, 1998; Leung, 1980; Varsheney et al., 1985).

A literatura japonesa apresenta uma patente do uso de saponinas de quilaia para
tratamento bioquimico de Aaguas residuais de efluentes em tanques aerados

{Tashiro,1995).

A quilaia tem utilizagdo comercial extensiva em alimentos, especialmente como
agentes espumantes em refrigerantes, em mistura para coquetéis, sobremesas lacteas
congeladas ¢ em_doces. Pelo aumenio_da permeab;hdade da mucosa intestinal &
também - empreﬁacio em produtos farmacéuticos como vacinas, hipoglicémico e
potencializador da insulina. Sob o ponto de vista da legislagfio, a quilaia € permitida
para o uso em alimentos na Inglaterra e classificada como generally recognized as safe-

Crras, nos EUA (Sundfeld, 1998; Pillon et al., 1996 e Maharaj et al., 1986).

A fornecedora do extrato de quilaia, Sigma (1998), indica que as solucdes de

quilaia nfo sdo autoclavavets; so estaveis apenas por 5 a 10 minutos a 100°C e sdo
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gstaveis no maximo por trés dias, quando estocadas enire 0-4°C, recomendando o uso

de solucgdes frescas.

Figura 2.2 Arvore de Quillaja Saponaria Molina (Rosaceuos)

As propriedades espumantes ¢ emulsificantes das saponinas de quilaia sdo uma
conseqiiéncia direta de suas estruturas quimica. Elas sdo compostos anfifilicos, com
uma aglicona hidrofobica (sapogenina) determ!inada come sendo um iritérpenéide que
pode ser .o acido quilaico ou acido gipsogénico( As partes hidrofilicas s8o duas cadeias
complexas de carboidratos ligados aos caré;onos C; a Cyg da sapogenina; estes aguicares
foram identificados como acido glicurdnico, galactose, arabinose, xilose, fucose

ramnose e apiose (Sundfeld, 1998; Prince et al 1987}

As sapommnas de quilaia associadas com lecitinas de soja sdo usadas na
bioeliminagdo de fenantrenos e fluorantreno em sistemas aquosos solucionando um
problema de impacto ambiental relacionado a bioceliminagdo de hidrocarbonetos

aromaticos policiclicos. Os hidrocarbonetos seriam utilizados como substratos de varias

-
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aumento da sintese a partir do colesterol no sangue ¢ figado ( Oakenfull e Sidhu, 1983:

Sidhu e Gankenful, 1986; Oakenfull e Sidhu, 1990).

2.3.2 DETERMINACAQ QUANTITATIVA DE SAPONINAS DE QUILAIA

Rouht (1995) relata o encontro dos cientista que se reuniram ¢ discutitam em
um Simposio em Chicago as suas pesquisas com saponinas de quilaia, percebendo que
apesar deles seguirem estudos parecidos chegaram a conclusdes diferentes em relagio

205 COMpostos.

A literatura ¢ um pouco escassa para saponinas de quilaia ¢ os trabalhos de
identificacdo sdo muito recentes, graca as pesquisas relacionadas ao uso da quilaia
como potencializador de vacinas. Devido a quantidade ¢ a pureza das saponinas de

o H
quilaia presente em vacinas influenciar a atividade imunolégica e a toxidade das
vacinas estudos mais concretos comegam a aparecer sobre purificagio e identificacio

das saponinas de quilaia.

Varsheney et al.(1985) ¢ a referéncia mais antiga sobre purificacio de
saponinas de quilaia que se tem conhecimento. Ele extraiu saponinas de quilaia tanto da
casca como da madeira, com etanol em extrator tipo Sohxlet € posterior tratamento
com solventes at¢ produgdo de um produto bruto contendo saponinas tanto no tronco

COMOE na casca.

As sapogeninas foram separadas por hidrélise do extrato bruto ¢ identificadas

como acido quiiawo e ozpsogemco por RMN indice de refragdio e CCD. Varsheney et
i (1985)° constataram gue em meio basico ndo ha desprendimento de agucares. As
saponinas brutas da casca foram purificadas com partigic em butanol ¢ por
cromatografia em coluna de silica. obtend(‘)-se uma saponina pura que foi denominada
Quilinin-A, com ponto de fusfo de 284.5 “C. A hidrolise dessa saponina forneceu acido

quilaico ¢ acido glucordnico, galactose, glicose, arabinose, xilose, fucose e ramnose.
A reprodugdo deste artigo em uma pesquisa de imciacdo cientifia no Laboratorio
de Engenharia de Processos, DTF {Aragjo, 1997) ndo obteve os cristais de saponinas

encontrados por Varsheney et al. (1985),
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Em 1951 cientistas que conheciam a saponina de quilaia criaram um extrato
chamado Quil A, usado em veterindria para vacinas ¢ também usado em vacinas
humanas. Mas o material era pouco conhecido quimicamente e produziu alguns efeitos
toxicos, dando origem a varios trabalhos que isolaram e caracterizaram os constituintes

ativos do Quil A como adjuvante e potencializador de vacinas humanas (Rouhi1,1995)

A Quil A também foi obtida por Dolsgaard et al em 1974 (citado em Kensil et
al. 1991 usando dialise, troca 1onica e cromatografia por iiliragdo em gel. Essa fracdo
apresentava apenas uma banda no TLC (CCD), mas estudos posteriores (Kensil et al;
1991) usando HPLC em fase reversa, mostraram gue o produto era uma mistura

heterogénea de saponinas.

A dificuldade de se obter saponinas puras usando técnicas conhecidas na
purificaco de proteinas ¢ a facilidade com que elas formam micela mistas sugerem o
uso de solventes organico durante a fase de purificacdo para evitar miscelizacdo (Kensil

etal 1991}, ’

.Usando uma laboriosa sequéncia de purificagbes que culminou com
cromatografia preparativa usando metanol como solvente, Kensil et al. (1991}
obtiveram pelo menos 21 saponinas diferentes partindo da casca da quilaia. Eles
denominaram essas saponinas de QS-1 a QS-21, sendo as saponinas QS-7, QS8-17, QS-
18 e QS-21 as mais importantes. Essas saponinas puras mostraram diferentes
propriedades. Destas QS-18 ¢ o mais abundante ¢ o mais letal: doses de 25 ug

provocaram morte em ratos.

O departamento de biotecnologia de Cambridge patentou a saponina purificada
das casca da arvore de Quilala, chamada estimulante S-21, e o produto fo1 licenciado
pafa cingo ﬁompaﬁﬁias ¢ esta sendo testado pela atividade como adjuvante em vacinas

da malaria: AIDS e melanona (Cambridge Biotech. , 1895)

3

A (QS-21 oferece uma forte resposta imunologica quando injetada junto com o
antigeno em camundongos, sendo utilizada como adjuvante em varias vacinas (Pillon et

al. 1996).

Kensil et al (1991) tambeém determinaram os monossacarideos em cada QS, ¢
concluiram gue o peso molecular de quilaia variava de 1800 a 2200, significando que
cada sapogenina tem de 8 a 10 residuos de monossacarideo. Lstes autores usaram

i
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cromatografia liquida de alta eficiéncia monitorando a absorbancia a um comprimento
de onda de 214nm para visualizar o pico da sapomna de quilaia, concluindo ser esta

faixa mais viavel do que a dos demais artigos, que trabalharam a 205nm.

Higuchi et al.(1987} trataram as cascas de quilaia com metanol. Apos extracdo o
metanol foi evaporado a vacuo. O extrato seco sofreu partigdo entre acetato de etilae a
agua. A camada aquosa foi eluida em coluna com agua e metanol. Os glicosideos brutos
provenientes do extrato obtido apds evaporacdo foram eluidos através de uma coluna
Sephadex e sofreram andlise CCD. As saponinas de quilaia desaciladas obtidas apos
hidrolise alcalina em condigdes brandas tiveram suas estruturas elucidadas por RMN e
foram genericamente classificadas como DS-1(hidrolise 4cida da QS-21) e DS-Z.
{(hidrolise alcalina da QS-18).

Pillon et al (1996) observaram que os derivados DS1 e DS2 ndo tem efeito
imunolégico q_uando injetadas com antigenos em vacinas, mas promovem a absorgio
nasal ou ocular de aﬁtibiéﬁcos. Em seu estudo Pillon et al. forneceram a mais
elucidativa contribuicio das estruturas possiveis da quilaia, QS, e seus dertvados.
Saponinas nativas QS-18 e Q8-21 foram purificadas de um extrato aquoso de cascas de
Quilaja saponaria por adsorclo cromatografica ¢ HPLC fase reversa gradiente linear
agua/acetonitrila contendo 0,115% de TFA. As saponinas nativas foram desaciladas por
hidrélise aicalina em meio basico em condigdes brandas fornecendo o DS-1 (a partir de
QS-21) e DS-2 (a partir de S-18) que ja haviam sido identificadas por Higuchi et
al.(1987).

Os derivados desacilados sfo menores e mais hidrofilicos do que as saponinas
originais devido a remogdo do dcido graxo e da arabinose da parte hidrofilica. O DS-1
sofreu tratamento. para redugdo do residuo aldeido formando o DS-I(R) ou para
rerﬁogéo éa fucose formando o -QH-957‘.'-Esta's reacdes e a estrutura das sapdﬁinas
nativas d;: quilaia {(QS21 e QS-18) e as'saponinas provenientes de transformagdes
encontram-se na Figura 2.2. O DS-1 ¢ DS-2 foram identificados por espectrometria de
massa. A atividade surfatante relativa destes compostos também foi investigada por
esses autores, conforme sera relatado na Segdo 2.

Na Suécia, nesta mesma ¢época, também se investigava iscoms para vacinas € o
trabalho de Behboudi et al {1995) ¢ importante por ser o artigo maﬁs recente sobre a

determinacio de saponinas de quihia usando HPLC. Os iscoms foram feitos com duas
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fragdes purificadas de saponinas (denominadas QHA e QHC) além de um extrato bruto
de quilaia, conhecido comercialmente por spikoside ¢ que foi usado como padrio
interno. Usando uma coluna fase reversa C-18, uma vazio de solvente (acetonitrila:
agua 50:50) de 0,5 mL/min, os autores leram todos os conteidos de saponinas em um so
pico a 206 nm. A temperatura ambiente, o pico eluia em 4 minutos.

Para separar por HPL.C os dois componentes das saponinas QHA ¢ QHC, usou-
se um gradiente acetonitrila/dgua de 40 a 54% imciado cerca de 3 minutos apos a
- injec¢do. O pico da fracdo QHA elui a 4 minutos enquanto que o do QHC aos § minutos.
As mesmas condigdes de operagdo foram usadas, mas o solvente foi tamponado a pH

3.5 com 10mM de acetato de aménio.
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2.4 SURFATANTES

2.4.1.GENERALIDADES

Os agentes surfatantes sdo também conhecidos como detergentes. S#o
compostos quinicos com uma natureza dual, a caracteristica comum a todos os agentes
de superticies, anfifilicos, porque nas moléculas existem dois grupos, com carateristicas
de solubilidade diferentes: uma por¢fio hidrofobica (mais soluvel em solventes apolares)
¢ a outra porcdo hidrofilica (mais soltvel em dgua). Em virtude dessa natureza dual dos
detergentes, suas moléculas migram para a interface quando colocadas em solugio,
resultando numa diminuigdo da tensdo supeficial da solucdo em relacdo a do solvente
puro. O alinhamento das moléculas de detergente na interface (porgfo hidrofobica para
o ar ou na fase apolar, e por¢do hidrofilica para a dgua) reflete a tendéncia da molécula
de assumir .2 .orientacdo termodinamicamente mais favoravel (Attwood e Florence,
1983; Berthod, 1983).

A interface ¢ a superficie que separa duas fases. A superficie e a interface sdo
conceitos geométricos bidimensionais e aparentes. Aparentes, porque nas duas fases em
contato ndo existe separagdo nitida e brusca, mas uma regidio onde ocorre a transi¢io
continua das propriedades de uma fase as propriedades de outra. Portanto, entre duas
fases existe uma regido tridimensional intermedidria, denominada interfase (entre fase) .
Cada uma dessas fases ¢ caracterizada por um conjunto de propriedades. (Rabockai,
1679),

Detergentes tambeém exibem auto-agregacdo. Quando em baixa concentracdo em
solugdo aguosa, eles existem como mondmeros dispersos. Acima de uma faixa de
concentrééz’i; caraeteristica (especifica para cada-tipo de surfatante) existe pouca ou
nenhuma disponibilidade de espago para moléculas na interface € com um aumento da

concentracdo de surfatante, as novas moléculas de detergentes se agregam, formando

estruturas denominadas micelas, como alternativa ao acumulo na interface. O estreito

mtervalo de concentracdo no qual se inicia a formacgdo de micelas € denominado de
concentragio micelar critica (CMO) ( Attwood e Florence, 1983),
Usualmente os detergentes sao classificados com base na carga e/ ou natureza da

sua porcdo hidrofilica (“cabega™), geralmente representado por uma esfera. ¢ na
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Hexibilidade e/ou natureza quimica da porgdo hidrofobica (“cauda™) geralmente
representado por um trago curvilineo. (Berthod, 1983)).

Rabockai (1979) relata que quando a superficie de um liquido ou uma solucfo ¢
aumentada subitamente, certa quantidade de liquido se move do interior da fase para a
superficie. Este movimento corresponde a uma convecgdo, sendo a difusdo molecular
desprezivel em virtude do curto lapso de tempo envolvido. |

A composi¢do inicial da superficie recém-formada ¢ muito semelhante a
composi¢do da fase tridimensional. Esse estado nfio ¢ de equilibrio ¢ a tenso superficial
¢ denominada de tenséo superficial dindmica.

Logo apos a criagdo da nova superficie, a convecgdo cessa e a difuso passa a ser
o fator preponderante. Assim as moléculas de componentes adsorviveis chegam a
superficie por difusdo. A tensdo superficial decresce correspondentemente, adquirindo
uma série de valores sucessivos denominados de tensfo superficial dindmica
intermediaria, Desse modo a tensdo superficial decresce do valor dindmico puro ao
valor de equilibrio denominado estatico.

A dissolugdo do surfatante promove nitidamente um decréscimo na tensdo
superficial. De acordo com a isoterma de adsor¢do de (Gibbs, este decrécimo €
interpretado como consequcncia de uma adsorgdo positiva, ocorrendo um acumulo de

moléculas de surfatantes na superficie (Sparnaay, 1972).

Segundo Atwood e Florence (1983) a equagdo de Gibbs expressa o equilibrio
entre as moléculas de surfatantes na superficie ou interface com aquelas no seio da
solucio. A egquacdo de Gibbs ¢ particularmente usada para expressar a quantidade de
surfactante adsorvido por unidade de area na superficie que € a concentragiy superficial
em excesso,l’. A concentragfio superficial em excesso representa a quantidade de
meiécula.is é-ue existe a mais do que aquela existente numa 4rea equivalente no interior
da solugdo { Lucena,1995). l

A equacdc de Gibbs ¢ apropriadz'ﬁ para a adsor¢do de solutos gque nio se
dissociam tais como surfatantes ndo idnicos e para a adsorcdo interfacial limitada a
faixas de concentragdo onde ocorre apenas a formag¢do da monocamada.

Segundo Sparnaay {1972). a curva da tensdo superficial (v} vs logaritimo da
concentracdo tem caracteristicas comuns a todos os surfatantes soluveis e pode ser

dividida em trés partes apresentada na Figura 2.4 (a):
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A baixos valores de concentragdo, o valor absoluto da inclinacdo aumenta com o
aumento da concentracio, aumentando a adsorcdo. A um certo valor de concentragdo, a
inclinago torna-se constante, sendo esta a faixa de aplicacdo da equacdo de Gibbs, e a
concentragdo superficial em excesso permanece constante
A terceira parte do grafico tem uma inclinagdo zero e a adigdo de mais surfatante ndo
afeta a tensdo superficial. As moléculas adicionadas nesta fase ndo agem como
moliéculas individuais e sim como micelas. Ocorre saturagdo da monocamada molecular
e a concentracdo superficial em excesso torna-se desprezivel.

O comportamento de I' com C Figura 2.4 (b) ¢ portanto, valido até a saturagfio

da monocamada (Lucena, 1995).

Y

@ SN

Figura 2.4: (a) Comportamento tipico da tensdo superficial com a concentracio
para solugdes de molécnlas com atividade superficial. (b) Comportamento de I
com C (isoterma de adsorcdo) (Lucena, 1995) !

Devido as propriedades anﬁﬁiicés das saponinas, elas formam agregados
micelares e pressupdem-se que fatores que facilitem o processo de aproximagdo e
agrupamento de surfatantes devem ser validos também para as saponinas, embora nio
hajam estudos especificos sobre o assunto.

A atividade de superficie de um surfatante particular depende do balango

hidrofilico ¢ hidrofobico.

-
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No caso de s€rie homologa de surfatante, um aumento no comprimento da cadeia
hidrocarbonica resulta num aumento da atividade de superficie. Esta relacdo entre
comprimento da cadeia hidrocarbénica e atividade superficial € expressa pela Regra de
Traube (Atwood e Florence, 1983).

No caso de sais i0nicos, geralmente ocorre aumento da tensdo superficial da
solucdo em relagdio a tensdo superficial da agua pura. Isto porque devido a forte
interagdo ion-dipole, existe a tendéncia das moléculas superficiais ingressarem no
interior da solucdo. O trabalho para levar uma molécula do interior da solugdo a
superficie é malor, uma vez que deve vencer as forcas {on-dipolo, além das forcas de

Van der Waals (Rabockai, 1979)

2.4.2 MICELAS

Frideiksberg (1986) relata que o termo micela foi primeiramente denominado
- por Mc Bain em 1913, Atualmente a IUPAC (International Union of Pure And Applied
Chemistry) define micelas como sendo agregados de dimensdes coloidais existindo em
equilibrio com moléculas ou ions dos quais elas foram formadas (Myseles e Mujerjee,

1979).

Como as micelas usualmente ndo possuem uma atividade superficial, a CMC
pode ser considerada como sendo a concentragdo no equilibrio no qual o fendémeno

superficial termina e comeca a quimica coloidal.

Segundo Fridriksberg (1986) as micelas sfo caracterizadas pelo nimero de
agregados (numero de moléculas na micela) ¢ a massa micelar (a soma das massas

moleculargs formada pelas moiéculas que formam a micela}.

O processd”de miscelizaglo € reversivel, isto €, a dilui¢do de uma solugdo para
uma concentra¢do menor que a CMC transforma a solugdo de um coloide em uma

solugdo verdadeira.

Quando se designa um dado numero de agregacio para um detergente, pode
OCOfTer um ¢ITe ao se imaginar agregados bem definidos e estaticos em solugdo. As
micelas sdo estruturas dmdmicas, € a troca de mondmeros entre as micelas ¢ a fase
aquosa ocorre constantemente (Wennerstrén ¢ Lindman, 1979). O Numero de

Agregacdo ¢ uma media da composigdo micelar num dado periodo de tempo e €
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estimado pela divisdo do peso molecular da micela pelo peso do mondémero do
detergente {Neugebauer, 1988).

- A misceliza¢do ¢ um processo espontineo com mudanca do potencial de Gibbs.
A remocdo das cadeias hidrocarbonicas das moléculas difilica das micelas na agua

desordena a estrutura da agua ¢ a entropia do sistema aumenta.

Interagdes hidrofobicas sdo as forcas responsaveis pela micelizacdo. A parte
hidrocarbonica de moléculas difilicas sio forgadas para fora do meio aquosos para
gvitar o contato das cadeias com a dgua tanto quanto possivel. Como resultado formam-
se as micelas. O seu interior, o niicleo, € formado de um liquido hidrocarbénico (caderas
carbonicas combinadamente fechadas), enquanto sua parte externa de frente para a
soluciio aquosa consiste de grupos polares, cabegas ionizadas ou ndo projetadas para
fora da agua. Um esquema da agregacdo miceliar de surfactante anidnico é mostrada na
Figura 2.5. ConsideragBes mais detalhada da geometria das micelas indicam que as
cadeias sdo alcatoriamente arranjadas € que elas ndo sdo totalmente protegidas pelas

,

cabegas hi&;qﬁlicas dos surfatantes (Miller et al, 1985; Berthod, 1983).

AGLIA

Figura 2.5 Esquema da agregacio miceliar de um surfactante anidnico
(Miller e Neogi, 1985)
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[mediatamente ao redor do ntcleo esta a Camada de Stern, a qual coniém
ndo somente as cabegas idnicas mas também (1-o) contra-ions, sendo o grau de

fonizagdo, (o). cercade 0.2 a 0.5,

A Camada de Stern constitui a parte interna da dupla camada eiétrica em torno
da micela, existindo uma outra camada difusa, a qual contém um nidmero permanente

de contra-ions an, chamada de Camada de Gouy-Chapman {Attwood e Florence, 1983).

Miller ¢ Neogi (1985) concluiram que em surfatantes anidnicos, as micelas
permanecem mais ou menos esféricas em concentragdes na faixa acima da CMC, mas
adquirem a forma cilindrica, se a concentracdo de surfatante continuar a aumentar. Em
concentracdes de surfatantes aumenta de 20 a 30% em peso acima da CMC,
provavelmente uma nova fase aparece, birefrigerante e altamente viscosa.
Experimentos com difracio de raio X demonstraram que nesta fase as micelas
cilindricas se arranjam na forma hexagonal. O interior da micela ¢ aparentemente fluido,
assemelhancio-se a h'ga’g:fies hidrocarbénicas. Esta fase ¢ um cristal liquido ordenado,

ndo sendo um cristal verdadeiro, e ¢ chamado fuse hexagonal.

A concentragdes majores, o arranjo molecular de surfatantes em
bicamadas torna-se favoravel a outra fase liquida cristalina conhecida como fase
lamelar. A estrutura das membranas bioldgicas sdo bicamadas moleculares
fosfolipidicas ¢ tem sido utilizadas para estudo do comportamento de membranas.

Todas estas fase encontram-se esquematizadas na Figura 2.6 .

A transiglo de estruturas micelares acima da CMC n#o deve ser designado como
uma segunda CMC para surfatante puro ou espécies agregadas (Mysels ¢ MuKerjee,
1979}

A populagio das micela ¢ freé;ﬁenteménte polidispersa ¢ o tipo de micela
individual varia com a concentragdo. O interior de uma micela se assemelha a uma gota

de dleo e a ressondncia magnética mostra 'que as caudas hidrocarbdnicas sdo moéveis,

mas relativamenie mais lentas que as moléculas no seio da solugfo. {Atkins, 1990).

A CMC diminui com o aumento da parte hidrofobica do surfatante. E necessaria
uma encrgia térmica para a quebra do cristal e a formacgio das micelas. Kraft relatou que
a solubilidade de um agente tensoativo i6nico aumenta rapidamente a partir de uma
temperatura determinada, denominada de Ponto de Kratt. Apos o Ponto Kraft, o cristal ¢

destruido. ocorrendo a dissociagdo do tensoativo em forma de micelas. O valor do ponto



Revisdo da Literatura 35

Kraft esta intimamente ligado a estrutura da molécula de tensoativo. Quanto maior o
numero de atomos de carbonos maior € o ponto Kraft e menor € 2 CMC. Em resumo, as
micelas formam-se s6 acima da CMC e a temperatura minima para formagfo de micela

¢ o ponto Kraft (Miller ¢ Neogi, 1985; Berthod, 1983).
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Figura 2.6 — Evolucfio da estrutura de um surfactante em uma solucfio aguosa com

aumento da concentraciio de surfactante (Berthod, 1983).

B

Sundfeld (1998} estudou a mobﬁ%idade eletroforética e a polidispersidade das
solugdes. aquosas de quilaia de dois fabricantes diferentes, Penco e Bell, através de
medidas do Didmetro de Stokes . Sundfeld concluiu que as quilaias Penco e Bell séo
produtos com caracteristicas bastante distintas, apresentando difcrengas na composigdo
quimica. Suas solugles aquosas se comportaram diferentemente quanto a tensfo
superficial, condutividade elétrica ¢ turbidez, ¢ apresentaram particulas com
caracteristicas distintas quanto a dispersdo (mono ou polidispersa), mobilidade

eletroforética e tamanho.
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Os sistemas micelares sdio utilizados como detergente. As micelas tem
importancia crescente em processos por sua habilidade em solubilizar substincias
pouco soluvels em dgua, que podem entfo ser transportadas em. sistemas. .aguosos,
dissoividas no mterior hidrocarbénico da micela. Nesse mesmo contexto, sdo também
carregadores de drogas na industria farmacéutica, e usadas para a recuperagio de
petroleo (Atkins, 1990).

Existem evidéncias que saponinas sdo habeis em aumentar a absorcio nasal,
retal e intestinal de diferentes drogas. Um dos possivets mecanismos ¢ o aumento da
solubilidade em dgua da droga e corresponde a formagdo de micelas de saponinas

contendo 0s compostos solubilizados (Scépke et al.,1995).

2.4.3 PROPRIEDADES DA CMC

AC cﬁcér;tragéo Micelar Critica ¢ o limite de concentragdo do detergente a partir
do quat micelas sdo formadas. A CMC ¢ um evento que ocorre abruptamente, em uma
faixa muito estreita de concentracgdo, € as moléculas de detergente adicionadas 4 uma
solucdo que Ja se encontra na sua CMC serdo incorporadas as micelas. Solugdes acima
da CMC serdo compostos de micelas em equilibrio com os mondmeros (Ramos,1991).

Experimentalmente, a CMC ¢ determinada como o ponto de inflexdo dos
graficos de alguma propriedade fisica da solugfio com fungdo da concentragio. Uma
grande variedade de técnicas envolvendo medidas de propriedades fisicas como tensdo
superficial, condutividade, pressdio osmotica e light scattering {espathamento de luz)
tem sido utilizado para determinar a CMC (Attwood e Florence, 1983).

Os valores da CMC sdo muito dependentes da sensibilidade do método utilizado.
As propriedades micelares obtidas por extrapolagéo da diluigdo infinita de micelas estdo

sujeitos a erros (Myusels e Mukerjee, 1979)

Quando medimos a CMC ¢ comum medirmos a tensdo supeficial do solvente
puro. O surfatante dissolvido no solvente ¢ entdo adicionado e ocorre uma mudanga na
tensdo superficial, Para cada concentracdo de surfatante ¢ feito uma medida. Quando
trabalhamos com surfatante puro, obtemos um grafico semilogaritimico da tensdo
superticial vy concentrago que fornece duas retas que se cruzam na CMC. Quando

trabathamos com surfatantes que contém uma invariavel misturas de isémeros ¢
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homologos de varios pesos moleculares obtém-se um comportamento hiperbolico no
grafico de CMC (Anonimo, 1996).

Saponinas purificadas de Quiliaja saponaric ¢ Saponaria officinalis formam
grandes agregados miceliares com acidos biliares em solugdes aquosas in vifro. Medidas
de espalhamento de luz e depressdo do ponto de congelamento indicaram que saponinas
de Quillaja 1soladamente formam grandes micelas em solugbes aquosa, com
aproximadamente 50 moleculas cada (peso miceliar 58 500), e que micelas mistas muito
maiores sdo formadas com acidos biliares (peso miceliar de 350.000). A microscopia
eletronica das micelas mistas de saponinas de quilaia com colato de sédio mostrou
estruturas cilindricas alongadas, com comprimento médio de 56nm. Uma estrutura
proposta sugere o empilhamento das agliconas das saponinas entremeadas por dimeros
de acidos biliares (Oakenfull & Shidu, 1983; Oakenfull 1986 citados por Sundfeld,
1598).

A CMC ;geralmente decresce com o aumento do Numero de Agregacgdo, com 0
aumento do comprimento da cadeia de surfatante e com o aumento de salinidade, ja que
estes efeitos contribuem para tornar o surfactante menos hidrofilico. A adi¢io de
propanol ou dlcool de cadeias longas promove a formagio de micelas e redugfo da
CMC (Miller e Neogi, 1985).

A baixas temperaturas, a CMC decresce com o aumento da temperatura, devido
a hidratagio de mondmeros, O aumento da temperatura causa uma repulsdo na estrutura
da agua em volta dos grupos hidrofobicos que se opdem a miscelizacdo. Também tem
sido observado um decréscimo no tamanho da micela de surfatantes ionicos com o

aumento da temperatura (Atwood e Florence, 1983),

Sundfeld (1998) estudou a CMC de saponinas de quilaia, através da formagdo de
micelas em meio aquoso, ¢ verificou o efeito do pH, temperatura ¢ adi¢do de NaCl na
CMC.

Lh
Al

Os resultados indicaram um aumento da CMC com a temperatura ¢ o pH ¢
redugio da CMC com adicdo de NaCl. Também foi constatado que o aumento da CMC
com 0 pH ¢ mais significativo quando se adiciona NaCl. Esses resultados concordaram
com os das saponinas estudadas por Morita et al gue tambem apresentavam dcido

glucoronico na molécula (Sundfeld, 1998).
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Na literatura sobre saponinas, segundo Schopke et al. (1995), sdo encontradas'
investiga¢des sobre a estrutura de micelas de saponinas (Schiuman, 1967 e Park, 1986),
sobre micelas de saponinas e acidos biliares (QOakenful e Shidu 1986) e sobre valores de
CMC de saponinas (Han 1984 ¢ Kimata et al 1985). Ndo se encontram publicacdes
sobre determinagio da CMC da maioria das saponinas ja conhectdas e a relagdo entre a

estrutura especifica dessas saponina ¢ valores da CMC.

Schopke et al. (1995) determinaram valores da CMC de um numero variado de
saponinas triterpénicas e misturas de saponinas. Foi constatado uma consideravel
diferenca entre as curvas de tensdio superticial vs concentracfio para saponinas puras €

misturas de saponinas .

Alguns dos valores encontrados para a CMC sfio listados na Tabela 2.3. Os
valores flutuam na faixa de 20mg/l. a 400 mg/L., ndo se obtendo uma correlagdo com a
estrutura qu;’_mi_qa da saponina ¢ a CMC. Encontrou-se uma relacfio entre a pureza da
mistura de S'zipbnina e a'CMC: a CMC do extrato de mistura de glicosideos obtidos da
Sanicula euziéjﬁae (10% de saponinas) € quatro vezes maior que a da mistura de

saponinas de Sanicula europae (cerca de 100% de saponinas).

A CMC e a capacidade hemolitica de varias saponminas de quilaia foi

determinado como medida relativa do poder surfatante por Pillon et al. (1996).

As saponinas nativas QS-18 e QS-21 formaram micelas a baixas concentragdes
(menor que 198,9 — 2151 mg/L) e ocorreu hemdlise dos eritrécitos dos carneiros em
concentracdes pequenas (50% de hemolise em 19,89-21,51mg/L); indicando que estas
saponinas sdo surfatantes muito fortes. Os valores encontrados para CMC de DS-1, DS-

2 e QH-957 foram similar ¢ estdo representados na Figura 2.7

A capacidade hemolitica de DS-1 ¢ DS-2 foram similar ¢ QH—95'}' apresentou
fraca capaéidade para hidrolisar os eritrécitos, A quantidade disponive! de DS-1R ndo
foi suficiente para determinar a CMC, ené}etanto o potencial hemolitico determinado
fornece vaiﬁres intermedién‘gs entre DS-1, DS-2, e QH- 957. Com estes dados a ordem
decrescente de poder surfatante encontrada foi: QS-21, QS-18 > DS-1, DS-2 > DS-1 (R)

= (QH-957 ( estas estruturas encontram-se na Figura 2.3)
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Tabela 2.3 Concentracio micelar critica (CMC) de saponinas

(Schapke et al., 1995)

Saponina CMC Saponina CMC
(mg/L) | (mg/L)

l

Hedera helix 300 Bellissaponin BS1 160

{mistura de saponinas)

Sanicula europae, extrato de 400 Bellissaponin BS2 20

mistura de glicosideos

Sanicula europae, mistura de 40 . Bellis perennis, mistura de 100
saponina saponinas
Acido cholic 200 Scheroside Ax 400
Foetidissimroside A metil ester 6,5 | Scberoside Bs 200
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Figura 2.7 Propriedades surfatantes de saponinas nativas e derivados de
saponinas. A intensidade de fluorescéncia foi medida a 490 nm come funcio da

concentracio da saponina e de seus derivados. e QS21, ~ DS-2, M QH-957, DS-1

O, A QS18 (Pillon et al.,1996)
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2.4.4 INTERACOES DE TENSOATIVOS COM MACROMOLECULAS

Pouco se sabe das interagdes quimicas entre saponinas e proteinas ou do efeito
da adicdo de saponinas presentes nos alimentos a diferentes proteinas na colesterolemia,

e mais estudos deveriam ser feitos com sistemas modelos.

Saponinas de quilaia tem sido adicionadas a caseina ¢ a proteina isolada de soja
{SPI)} ¢ as interagdes saponinas-proteinas investigadas por eletroforese em gel ¢
fluoroscopia. O impacto no metabolismo do colesterol também foi investigado. Os
resultados das interagdes estudadas mostraram que complexos de alto peso molecular
sfo formados gradualmente entre saponinas ¢ caseinas, enguanto a SPI formam
agregados insolliveis com o aquecimento, independente da presenga de saponinas. As

saponinas de quilaia reagem diferentemente com caseinas ¢ SPI (Potter et al., 1993).

Surfatantes ndo ibnico e proteinas ndo apresentam interagdes ou elas sdo
extremamente’ fracas e estio normalmente dentro dos seus limites de sensibilidade dos
métodos analiticos usados. Observou-se fraca mteragdo hidrofobicas entre as segdes
hidrofobicas das proteinas. A conformagdo das proteinas permanece praticamente a
mesma, indicando que surfactantes n&o-ionicos ndo devem dissolver proteinas pouco
soliivels, desnaturar proteinas, ou contribuir para um entumescimento de epidermes
(Schwunger ¢ Bartnik, 1980).

Estudos de Schwuger e Bartmik (1980) com polimeros e surfatantes tem
mostrado que variadas e intensas Interagbes podem ocorrer com os polimeros,
particularmente gquando o surfatante é anidnico, gue promovem um aumento
significativo na solubilidade devido ha formagio do complexo proteina/surfatante.

O surfatante ndo ionico ndo pode alterar a solubilidade de proteinas insoluveis
com fungio da adigdo de.concentragio do surfatante enquanto que o surfatante anidnico

causa um aumento significativo na solubilidade devido a forma¢do do complexo

proteina/surfatante.
Dependendo do grau de saturagfio do surfatante ¢ da proteina, podera haver
mudanca na conformacio da molécula de proteina. O complexo surfatante/proteina deve
ser interpretado como um composto com novas  propriedades, diferentes, dos
constituintes originais, surfatante ¢ proteinas.
Os complexos de proteinas/surfatantes sdo caracterizados por consideravel
atividade interfacial distintamente mais pronunciada que a atividade de surfatantes
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puros nas regides de baixas concentragdes. A Figura 2.8 apresenta o decréscimo
constante na tensdo superficial no caso de solugdes de surfatante puro (antes de alcangar
um patamar da CMC)}. Quando macromoléculas estio presentes, o decréscimo incluf um
platean.

A presenca de eletrolito comuns também afeta a interacfo entre surfatante

anidénico e polimeros. Os dnions de eletrdlitos como por exemplo C1 ou SO, , protegem

as posigdes das macromoléculas onde podem ocorrer interagdes eletrostaticas com o0s
grupos hidrofilicos de surfatante anidnicos reduzindo consideravelmente, as interagdes.
A Figura 2.9 ilustra este fenémeno para o sistema gelatina/ dodecil sulfonato de sodio/
cloreto de sodio, apresentando uma redugdo acentuada, com tendéncia a um plateau, a
baixas concentragdes
Morein et al. (1984) citado por Sundfeld (1998) relataram que saponinas de
Quillaja se associam a glicoproteinas para formar micelas a uma concentracdo igual ou
mator que 6;03%.
~As saponinas podem interagir com proteinas presentes nos alimentos. As
mteragcBes de saponinas presentes na (uillaja saponaria, chid e soja com sais de
proteinas solaveis foram estudadas por  Tanaka et al.{1995). As interagles
saponinas/proteinas foram medidas pela turbidez a 660nm. As saponinas de Quillaja
saponaria aceleraram a agregacgdo de proteinas de sais soluveis e o efeito aumentou com

0 aumento da concentracdo da saponina na mistura.

Saponinas de Saponaria officinalis e saponinas de soja formam micelas em
solugbes aquosas, tanto isoladamente como com acidos biliares, mas as caracteristicas
das micelas formadas sfo diferentes para cada saponina. A formagdo destas micelas
mistas no intestino delgado foi sugerido como o mecanismo de base molecular para 0s
efeitos de saponinas no metabolismo dos acidos biliares e colesterol biliares (Oakenfull
& Shidu, 1983; Oakenfull, 1986) citados por Sundfeld (1998),

"y
\
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O processo da solubilizagio ¢ espontidneo, reversivel e controlado pelo ajuste de

temperatura € concentracdo de surfatante.

Van Atta et al.(1961) usaram o colesterol para recuperar saponinas de alfafa.
Uma mistura de colesterol, alfafa e terra diatomacea for lavada com 4gua e o extrato
dissolvido em éter etlico, filtrado e lavado. As saponinas que interagiram com o

colesterol variaram conforme a procedéncia da farinha da atfafa .

Schwartz ¢t al. (1967) desenvolveram um procedimento quantitativo para
remogio de colesterol do oleo de manteiga, baseado na passagem do dleo de manteiga
solubilizado em hexano, por uma coluna de Celite 545 impregnada com uma soluco

aquosa de digitonina.

Micich et al. (1992} relataram que as saponinas digitonina e tomatina
complexaram com colesterol a partir de solugdes de colesterol € de oleo de manteiga em
vérios solventes, A complexacdo do colesterol ¢ dependente do tipo de solvente ¢ foi

mais completa com hexano.

Sundfeld (1992) propds um processo de extragdo do colesterol envolvendo uma
particdo do colesterol de uma fase oleosa com uma dispersdo coloidal de saponinas. O
mecanismo envolvia a solubilizagdo do colesterol nas micelas de saponinas de quilaia
presentes em solugdio aquosa, seguida da adsor¢do da fase rica em colesterol em terra

diatomacea.

O processo para remogfio do colesterol do dleo da manteiga por micelas mistas
de saponinas desenvolvido por Sundfeld (1992) foi otimizado por Brunhara et al. (1996)
quanto as variaveis operacionais tais como: a concentragdo de quilaia (surfatante
anidénico), temperatura ¢ tempo de agitacio do processo de extragdio ¢ a quantidade de

terra diatomacea.” -



2.5 FRACIONAMENTO POR ESPUMA

2.5.1 ESPUMAS

A espuma consiste em um grande nimero de pequenas bolhas dispersas em
uma fase liquida continua. Uma pelicula fina de liquido separa as bolhas entre si
(Rabockai, 1979). Espumas sdo um tipo particular de emulsdo cuja estabilidade,
depende principalmente, da maior ou menor resisténcia a perda do solvente do filme
liguido que envolve o gas. A perda { drenagem) produz uma progressiva diminuigio do
solvente de modo uniforme em toda a parede, ou apenas em algum ponto da mesma. Em
ambos 0s caso ha diminuigio da resisténcia a pressio e choques podem destruir a
espuma (Bobbio e Bobbio, 1992).

A fofméééo de espuma ¢ combinada com um aumento de superficie e € possivel
‘somente quando a tensdo superficial dos componentes da espuma sio pequenos. Em
sistemas de espumas, o equilibrio ¢ dindmico ¢ nflo estatico. Um aumento na superficie
para formacio da espuma age contra a estabilidade, com um decréscimo na tensdo
superficial. Um bom agente espumante apresenta baixa tensfo superficial combinada

com baixa pressdo de vapor (Berkman e Egloff, 1934).

O rompimento do filme entre duas bolhas adjacentes leva a formacio de uma
botha maior com um didmetro maior, fendmeno chamado de coalescéncia. A
coalescéneia leva a maior dispersio de didmetros e bolhas na coluna de espuma
(Lemlich, 1978; Narsimham ¢ Rucknstein, 1986 b, Sarma ¢ Khilai, 1988 e Bisperink et
al, 1992; citados em Rosa, 1996).

A formagio de bolhas maiores pode conduzir a um empacotamento que se
reartanja subitamente, com a possibilidade conseqiiente de choques mecénicos serem
suficientes para romper as peliculas extremamente finas de uma espuma bem drenada

(Miguel. 1987)

Diferengas qualitativas entre as caracteristicas espumantes de diversos liquidos.
levaim a obtencdo de espumas diferenciadas quanto ao seu comportamento fisico.
Algumas espumas sdo amidas (apresentam baixa razdo de gas/ liguido) e provavelmente

sujeitas a uma drenagem rapida. a menos que a viscosidade do fquide seja muito alta, e
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haja uma grande mobilidade interna. O alto contetdo de liquido minimiza o contato
entre as bolhas e o conseqiiente empacotamento e permite o deslizamento entre elas. Em
um caso extremo quando o volume de liquido torna-se consideravelmente maior do que
o de gas, as espumas sdo diluidas e as bolhas assumem uma forma esférica, separadas
entre si por peliculas espessas de um liquido relativamente viscoso, com débeis
interagdes mutuas. Estes sistemas sdo conhecidos por emulsdes gasosas. Na espuma
verdadeira, as bolhas sdo compactas (aglomeradas) apresentando formas poliédricas,
separados por peliculas finas de um liquido de viscosidade baixa. Uma espuma Gmida
que seja suficientemente estavel drenard até se transformar em uma espuma seca, com
baixo conteudo de liquido, com as bolhas adquirindo a forma poliédrica.
(Birkermam, 1965; Rabockai 1979; Miguel 1987).

As espumas apresentam estruturas definidas. Trés filmes se juntam foermando
dngulos de 1207 grau cada, devido a unifio das trés bolhas adjacentes, adquirindo a
cenﬁguraqﬁd'apfesentada na Figura 2,10, onde A, B e C sdo as bolhas continuas e 1.2, ¢
3 sdo os filmes que as separam. O tridngulo formado ¢ denominado Borda de Plateu. A
particdo entre essas bolhas sdo planas. Nessas condi¢Ges as tenses superficiais que
atuam ao longo dos septos possuem resultante nula. No ponto b, as superficies sfio
concavas e portanto a pressdo ne liquido neste ponto € menor que na superficie plana,
existindo um gradiente de pressdo no liquido. Este gradiente de pressdo causa um tipo
de succdo que € uma grande contribui¢do para a drenagem da espuma (Bikerman, 1965;
Rabockat 1979; Rubin e Garden, 1962).

As espumas podem ser produzidas por condensagdo ou por dispersdo No
primeiro caso, a fase gasosa encontra-se inicialmente presente em moléculas separadas
as quais guando se unem e formam as bolhas. Um exemplo ¢ a espuma de cerveja onde
o CO, produzido esta dissolvido. no meio aquoso; quando a pressio no liquido ¢
reduzida a:sblugﬁo torna-se supersaturada e‘o excesso de soluto forma uma fase gasosa
dispersa. Este processo originou a técniéa conhecida como DAF (Dissolved Air
Flotation) cuja caracteristica ¢ a geragio de microbolhas. No método de produgdo por
dispersdo, o gas contido num sistema é disperso através da fase liquida ou por agitagio
mecénica ou por borbulhamento através de pequenos orificios como capilares ¢ placas

porosas. (Bikerman, {9635, Lucena 1995).

Segundo Bikerman (1963), as espumas estdo sujeitas a trés processos:

redistribuigdo do tamanho das belhas. afinamento do filme e ruptura do filme.

+

-
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A redistribuigdo do tamanho € causado pela dependéncia da pressdo do gas na
bolha sobre a curvatura nas paredes. O gas se difunde das bolhas menores para as bolhas
maiores pois ndo existe impermeabilidade a difusdo do gas na parede da regifio de alta

pressdo para a regido de baixa pressdo

Figura 2.10 Unido de trés bolhas adjacentes formando Bordas de Plateu (Rubin e
Garden, 1962; Bikerman, 1965; Leonard e Lemlich, 1965)

r

2.5.2 CARACTERISTICAS E PROPRIEDADES DO FRACIONAMENTO EM
COLUNA DE BOLHAS E ESPUMAS

Os métodos de separagiio por adsor¢io em bolhas baselam-se na tendéncia de
componentes de atividade de superficie adsorverem na interface gas-liquido, entre
bolhas de gas e a solugiio liquida presente. O fendmeno basico que ocorre na regifio da
interface ¢ apresentado na Figura 2.11 . As bolhas de gas percorrem a solugfio liquida
inicial que contém os solutos de interesse. As moléculas do soluto difundem e sfo
concentrados na interface gas-liquido. Os solutos adsorvidos sdo transportados pela fase
espuma que se formara quando as bolhas saem da fase aquosa. . (Santan.a,l995).f Fssa
adsorcio superficial € o principio bésico da separagio pof espuma.. A espuma ¢ entdo
coletada e condensada produzindo um 1é!c‘;uido mais rico neste soluto que a solugio

residual (Rubin ¢ Garden, 1962).

O estudo de compostos com atividade de superficie em colunas de espuma tem
sido feito por inumeros pesquisadores em todo o mundo e diversos trabalhos sobre o
tema tem sido publicados mostrando a viabilidade do processo para a concentragdo,

separagdo € recuperacdo de compostos a partir de solugdes muito diluidas. O
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fracionamento por espumas ¢ feito em colunas operando em batelada ou continua € suas

variacGes. foram descritas por Lemlich {1968) assim como as caracteristicas ¢ 08

principios basicos de cada modo de operagao.

Secgdo de
Enriguecimento

Secgdo de
Adsorgao

Espumado >
{Sotucdo Concentrada) L
'
{
i
t
i
[
i
i
: Espuma
|
| 2
]
]
3
i
H
. I
Coluna de
Bolhas
.
'3
Nifrogénio -

Figura 2.11 Esquema basico de uma coluna de bolhas e espuma (Santana, 1995)

Historicamente o fracionamento por espuma em laboratorio iniciou-se por volta

de 1900 e a espuma usada para remover oleate de sodio de solugbes aquosas, para

COMPIov agao da i:qm(;ae de Gibbs (Lemlich, 1968)

Com o nimero os crescente de ttabalhos sobre separagdo por adsorgio em

holhas. a terminologia usada tornou-se confusa e surgiram contradigdes. Para clarnficar

a situacdo propds-se a nomenclatura apresentada na Figura 2.12 . (Lemiich, 1968).
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Figura 2.12 Classilicagdo dos processos de scparagdo pela adsorciio em bolhas (Lemlich, 1968)
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Em linhas gerais, se no processo estd envolvido a espuma, entio o termo

aplicado ¢ Separa¢lo por Espuma. Quando ndo ha espuma envolvida o processo ¢

denominado Adsor¢do em bolhas.

“Segundo Rubin e Garden (1962) o sistema de separagfio por espuma pode ser
operado tipo batelada, continuo ou muti-estagio ¢ contracorrente. O termo batelada ¢é
inadequado porque nesse sistema o gids ¢ mantido e o espumado continuamente
removido da solucdo oniginal, até o esgotamento em tensoativos. Tanto sistemas que
produzem ¢spumas estaveis como instdveis podem ser tratados por batelada, e
geralmente estas unidades sfo utilizadas para purificagio de solugbes ou remogio de
material. Se o volume da mistura liquida ¢ relativamente maior que o volume de
espuma coletado {espumado) o processo batelada deve ser usado . No sistema continuo
a soluc@io de alimentagdo ¢ continuamente adicionada a coluna enquanto ¢ espumado e
o residuo sdo continuamente removidos. No sistema muti-estagio e contracorrente a
operagfio é Conduzida por uma série de estdgios simples ou por uma coluna multi-

estagio.em contracorrente.

(O uso de modelos complexos de colunas, como por exemplo, o refluxo do
espumado pode aumentar a eficiéncia de separagdo. Mas a estrutura de certos materiais
como os biologicos pode ser afetada por repetidas atuagdes de quebradores de espumas

{Santana, 1995).

Karger et al (1966) realizaram fracionamento de solutos termo-sensiveis de
vegetais como a lecitina, com quebra mecénica da espuma. O aquecimento para quebra
da espuma através de um condensador no topo da coluna provocava uma drenagem
excessiva € evaparagdo ao longo das paredes resultando em certos casos na formaf;ao -

H

de um sohde duro na parede da coluna

Miguel (1987} relata que substancias podem estar adsorvidas numa concentragio
maior na éuperﬁcie do liquido que no interior do liquido, e neste caso diz-se a
substdnecia esta adsorvida 'positivamente. Substancias adsorvidas em concentragdo
maiores no interior do liquido gue na superficie das bolhas, chamam-se substincias

adsorvidas negativamente.
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Em 1903, Zawidski, citado em Berkmam ¢ Eglof (1934) estudou o-
fracionamento por espuma de solugdes de saponinas, e entre suas conclusdes podemos

destacar:

- O estudo da distribuicfio de saponinas entre o solvente e a interface provou que
saponinas presentes em solugfes aquosas acidas se concentravam mais na superficie.
Este fato concorda com a relaglo entre viscosidade ¢ tensfio de bolhas aquosas
investigadas por Plateau. A razdo da concentragfo de saponina na espuma € na soluglo

ndo era constante. Estes resultados foram confirmados por medidas de refratometria.

- O estudo da adicdo gradual de alcool em solugdes aquosas de saponina levou a
diminuigdo € posterior eliminagdo da habilidade espumante. Este fendmeno & explicavel

pela reducdo da tenséio superficial pelo dlcool.

Muitos fatores afetam a natureza, desenvolvimento e estabilidade das espumas.
A natureza ; a concentragdo dos componentes do sistema, assim como temperatura,
‘pressz“io, pH e forca ibnica sio varigveis primarias que determinam outras varidveis
secundarias importantes, como viscosidade, tensdo superficial ¢ didmetro de bolhas.
Relagdes entre essas varidvels permitem estudos sobre a estabilidade e drenagem em

leitos de espuma (Rubin e Garden, 1962).

Os estudos realizados comprovaram que a carga elétrica das proteinas afeta o
poder espumigeno ¢ a estabilidade das espumas a que dfio origem. As curvas de poder
espumigeno em fungiio do pH assemelham-se ao perfil de solubilidade, isto é, possuem
valores mais baixos na regido isoelétrica (valor de pH no qual ha um balango entre
cargas positivas e negativas na superficie da proteina) e mais altos acima ou abaixo
d@s’{a regido (Miguel, 1987).

| Schutz (1943) citado em Rubin é'.Garde {1962} relatou que para proteinas a
inciiﬂagé.;) da curva da tensdo Superﬁcigi com a concentracio ¢ malor no ponto
isoeletrico € a inclinag@o ¢ menos negativa para cada valor de pH. O enriquecimento
maximo ¢ obtido no ponto isoelétrico. Como. a proteina apresenta menor solubilidade
no ponto isoelétrico, neste ponto a repulsdo entre as moléculas € minima. A igualdade
das cargas possibilita uma mator concentracio superficial da proteina devido a
diminuicdo da repulsdo entre as moléculas. Uma mistura de proteinas com diferentes
pontos isoeletricos ou atrvidade superficial pode ser assim separado em componentes

individuais, conforme usado por Ostemair e Dobias (1981) citado em Rosa (1996)

¥

-
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Matalon (1943) e Gotte (1951) citados em Lucena (1995) observaram maxima

estabilidade de espuma na Concentragio Critica Micelar para o caso de tensoativos.

Uma coluna alta freqiientemente resulta em um produto mais concentrado. A
altura da coluna de espuma esta relacionada a concentragdo do material de atividade de
superficie na solugdo e a velocidade superficial do gas. Uma coluna de espuma alta €

instavel mas pode ser obtida se a velocidade do gas for alta (Santana, 1995).

Um aumento na vazdo de gas reduz a razio de enriquecimento. Com vazdes aitas
de gas, a densidade de espuma ¢ aumentada porque mais liquido da solugfo inicial €
removido € o enriquecimento diminui. Pela redugdo do tamanho das bolhas, a area do
filme da espuma € aumentada e ocorre aumento do material ativo transferido. Em
situagdes em que ndo se formam espumas estaveis, pequenas bolhas sdo mais
vantajosas. Para espumas muito estdveis tais como as produzidas pelas saponinas
grandes bothas sdo preferiveis a pequenas por causa de uma drenagem mais efetiva

(Rubin e Garden, 1962). )

Um aumento nas dimensdes do aparato mantendo-se a vazdo constante,
frequentemente melhora a separacfo. Pelo aumento da altura ou didmetro da coluna, 0
tempo de residéncia da espuma na coluna aumenta e portanto mais lquido € drenado da
espuma afinando as paredes das bolhas. Como resultado a concentragdo do tensoativo
adsorvido na espuma aumenta. Um longo tempo de residéncia das bolhas de gds na
solugdo liquida também aumenta a separacdo porque a concentragio na interface gas—

liquido aproxima-se do equilibrio (Rubin e Garden, 1962).

Em alguns casos a temperatura afeta diferentemente a estabilidade da espuma
pela reduc;ao da viscosidade e aumento da drenagem podendo ser usada como varidvel

operamonal para separar moieculas de superﬁme ativa (Rubin e Garden, E962 )

Bassich citado em Berkman ¢ Esziof (1934) estudou a estabilidade de espumas
pela adicdo de substincias que aumentam a viscosidade. Ele realizou estudos com
solugdes de dlcool isoamilico adicionando varias gotas de glicerol e glicol. A
estabilidade ocorreu somente em concentragdes acima de 6%. Barstch explicou o
fenémeno pela Lei de Remocdo de Michaelis ¢ Rona: o glicerol ¢ o glicol sio
parcialmente removidos das paredes da espuma pela existéncia de superficie ativa do

alcool 1soamilico.
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Uma solugdo de sabdo e saponina exemplificam essa let. No caso a solugio de
sabdo apresenta menor tensdo superficial que a solugdo de saponina ocorrendo remogio
do sabdo da interface pela saponina . Boys citado em Berkman e Egloff (1934) reporta o
experimento no qual uma gota de sabdio adicionada a 30 g de saponina foi suficiente
para prevenir a rigidez das bolhas de saponinas. A adigdo de 3 gotas tornou a espuma

mavel e elastica como no caso de solugdes de sabdo puro.

2.5.3 APLICACOES DO PROCESSO POR ADSORCAO EM COLUNAS DE
BOLIAS E ESPUMAS

Segundo os ultimos boletins divulgados pela CFA (1998) o processo de flotagdo
foi reconhecido como método de separagio de particulas (minérios) no inicio do século
XX. Uma patente nos EUA foi concedida em 1905. Desde do inicio a flotagio
encontrou muitas aplicagbes tais como: separagdo de minérios, clarificagdo de efluentes
de papel e celulose, tratamento de elfuentes de refinarias, tratamento de esgotos pluviais

e tratamento de esgotos municipais entre outros.

Para tratamento da agua potavel, o processo de tlotagio por ar dissolvido
comegou a ser utilizado na década de 1960 e hoje é amplamente utilizado na Holanda,
Reino Unido, Asia e Austrdlia. A origem deste tratamento proporcionou uma solugio
para tratamento de aguas frias de dificil floculacdo, aguas contaminadas com algas,
aguas com matéria organica e com pouca turbidez ¢ alcalimdade. Este método dimmnui o

uso de coagulantes sendo eficiente com flocos pequenos.

Mallevialle et al. (1980) relatam o estudo das técnicas de separagdo por
fracionamento em bolhas .para remoc¢do da agua de substincias orginicas (acidos
humus ¢ ~acidos . fulvicos), micmpoh:ientes orgdnicos e micropoluentes minerais,

transformando a dgua em potavel.

ty
Al

O alto custo das operagdes de separagdo tradicionails na engenharia quimica
como destilagdo ¢ absor¢do quando aplicados a sistemas diluidos faz com que dguas
residuats, contendo solutos como tensoatives e proteinas, sejam lancadas diretamente
em cursos de dgua, provocande a polutgfo. As vantagens dos métodos baseados na
adsorgio de componentes com atividade de superficie consiste na sua aplica¢do a

temperatura ambiente, podendo se concentrar ou separar substincias temo-sensivers,
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Santana (1997), ¢ ¢ um método de baixo custo para ser usado em sistemas onde outros

meétodos de separagiio encontraram restrigdes econdmicas ou praticas.

Santana (1995) relata os trabalhos de Beszedits e Netzer {1982) e Beszedits
(1980), Crikenberg ¢ Carawan (1991) e Venkataramani {1992) sobre aplicagdes do uso
de colunas de bolhas e de espumas para pré-concentra¢do de solugdes diluidas ou para
remogdo de substincias indesejaveis comuns em fermentagdo, extratos vegetais ¢
tambem tratamento de efluentes provenientes de industrias alimenticias, farmacéuticas €

bebidas..

Mohan e Lyddiatt (1994) relatam a utilizagdo do fracionamento por espuma para
concentragdo de proteinas a partir de cervejas comerciais ¢ a utilizagio desta
metodologia como um passo no processamento de efluentes de processamento de

proteinas presente em baixas concentragdes iniciais.

O leyvantamento bibliografico apresentado a seguir dd énfase aos casos em que se
. a2

~usou saponinas ¢ naquelas em que se encontrou tensoativos ja presentes na solucio.

Brunner e Stephan (1965) relatam que o aumento da descarga de detergentes em
rios pela populagdo e pelas indGstrias levou ao estudo de processos para remogdo desses
detergentes das aguas residuais O fracionamento por espuma fot a técnica utilizada por
estes pesquisadores devido aos baixos custos de operagdo e de investimentos, mais a
possibilidade de se usar a flotacdio para remogio dos solidos suspensos nestas aguas.
Brunner e Stephan removeram detergentes biodegraddvels de aguas residuais
municipais. A remogio desses tensoativos a partir de efluentes pode ser efetuada em

unidades de tratamento em escala piloto e grande escala, antes da descarga nos rios.

Miguel (1987} verificou a existéncia de sinergismo entre oS tensoativos
anidnicos.e nido-idnicos no fracionameénto por-espuma. A adicdo do ndo-idnico &s
solugdes de tensoativos anionicos, NaBDS e ABL ( dodecil benzeno sulfonato de sédio
¢ alquil benzeno sulfonato de sédio 1i;iear), que nfio formava espuma a baixas
Concemra@;ﬁes, aumentou o poder espumigeno e a estabilidade de espuma formada até a
concentracio de 5 x 107 M de tensoativo antdnico. Para concentragdes maiores de
tensoativo anionico ndo houve alteragfo significativa do poder espumigeno. O poder
espumigeno foi ¢rescente com a concentragde do ndo-idnico até a concentragdo de
2 % 107 M e decresceu para concentracido de 5 x 10 ° M do no-idnico. Foi averiguada

se ¢sta propriedade apresentada pelo sistema era decorrente de um sinergismo com
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relagdo ao abaixamento da tensdo superficial. Em baixas conceniragbes de surfatante
aniénico a tensdo superficial da solucdo de dois tensoativos manteve-se praticamente
igual aquela da solug@io do nio-idnico sozinho na mesma concentra¢do. Indicando que a
atividade superficial do ndo-i6nico independe da presenca de tensoativo anidnico e que
ele ocupa preferencialmente a interface gas-liquido. Com o aumento da concentragdo de
surfatante anidnico comega a haver redugfio da tensfio superficial da solugfo. Quanto
matior fo1 a concentragdio volumétrica do nfo-idnico menor a concentragdo do anidnico
requerida para completar a interface devido ao seu carater tensoativo menor, .Quanto
maior a concentracdo do tensoativo ndo-idnico adicionado ao tensoativo anidnico
(dodecil benzeno sulfonato de sédio e alquil benzeno sulfonato de sodio) maior foi a
elevagdo da tens3o superficial, sugerindo que a micela mista passa a ser
preponderantemente composta pelo tensoativo anidnico a qual solubiliza ¢ no-idnico
no seu interior. A separacdo dos dois tensoativos (NaDBS e ndo-idnico) € seletiva e
favoravel aa teﬂsoativoa ndo-10nico. A massa de tensoativo recuperado no espumado €
percentualmente muito mator para o ndo-idnico sendo que em algumas situagdes o

anidnico njo pode der detectado.

Lemlich (1968) relata uma vasta revisdo de trabalhos sobre fracionamento com
espuma de tensoativos € o uso de tensoativos para complexacdo de ions metalicos de
solugGes diluidas e sua possivel recuperacdo. Recentemente Santana {1995) resumiu os
principais trabalhos na arca de fracionamento por espuma para surfatantes. Em geral os
dados obtidos com sistemas surfatantes ndo podem ser aplicados diretamente a sistemas

envolvendo materiais bioldgico devido a grande diferenca de tamanho molecular

Trabalhos mais recentes sobre surfatantes € as varidvels do processo e nio
relatados por Santana e Lemlich sdo os de Scmehorn et al (1996) e Stoica e Catuneanu

(1992y .. T ' . L

Scamehorn et al (1996) provaram a, viabilidade da recuperagdc de surfatantes da
agua ¢ analisou a influéncia das variéveig; vazdo de ar, altura de espuma, altura de
liquido, concentrac@o de surfatante na solugfio inicial. Os melhores resultados foram
encontrados com a reducdo em 90% de cloreto de cetil piridinic em agua, usando
estagio com tempo de residéncia de 375 minutos. A concentracdo do surfatante no

espumado fo1 21.5 vezes mator que na solugdo inicial,
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Stoica e Catuneanu verificaram a otimizagdo das condigdes como, pH,
requerimento de coagulante e concentragio de surfatante, para extragdo de sulfonatos

alquilbénzenicos linear das aguas por DAF

~Kichenko et al.(1976) estudaram o efeito de saponinas no fracionamento de
gspuma para tratamento de dguas residuais de indGstrias actcar. Aguas provenientes de
refinarias de agucar € cerveja foram tratadas por aeracdio por 4 minutos e sofreram 20
minutos de flotagdo em pH 8,5-9 em um tanque ¢ilindrico de 2 m de comprimento para

remover 75-80% de impurezas e de 70-3% de saponinas.

Tashiro et al. (1994) estudaram o tratamento biologico de efluentes de dguas de
esgotos ou aguas residuais orgénicas com adigdo de extrato de quilaia em tanque

aerados.

Nagasaka (1995) estudou a adico de saponinas de quilaia no tratamento de
aguas residydria provenientes de industrias processadoras de came. O processo
,convenciona{]._ consiste dé tratamento biologico e pré-tratamento com flotacdo. A adiglo
de sapdninaé de quilaia funcionou como um pré tratamento do efluente, evitando o uso

do tratamento de flotacdo.

2.5.4 DRENAGEM E COALESCENCIA NO FRACIONAMENTO POR ESPUMA

A drenagem ¢ um adelgacamento nas lamelas das espumas sem que haja ruptura.
O liquido presente na espuma drena por causa da gravidade e succgdo pelas Bordas de

Plateau.(Ruybin e Garden,1962).

Davids ¢ Rideal (1963) citado em"Migﬁél(‘lQS’!} relatam que a drenagem sob
aciio da gravidade se da pela diferenga de densidade entre o liquido € o gas fazendo com
que o liguido desca continuamente do iopo‘pa.ra a base da bolha. O liguido contido na
espurna apresenta comportamento diferente. O movimento ascendente das bolhas de gas
arrasta consigo as superficies lquidas que se deslocam muito vagarosamente para cima,

retardadas pela acdo da gravidade.

ateau em sua teoria sobre espumas assumiy que para que um liguido seia capaz
Plat m sua t b m m do se

de formar bolthas, desenvolver peliculas extensas e que tenham ainda resisténeia, ¢
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necessario que a viscosidade superficial das peliculas seja suficientemente grande para
tornar a drenagem da espuma vagarosa. Por outro lado € necessdrio também que a
tensfio superficial seja relativamente baixa para que ndo possa vencer a resisténcia
oposta formecida pela viscosidade. Tensdes superficiais altas e viscosidade superficial
baixa ndo formam bolhas porque as peliculas ficam extremamente finas em
pequenissimo tempo, 0 que as forna suscetivel ao colapso a qualquer perturbagio
(Miguel . 1987).

A drenagem da espuma ¢ afetada pela viscosidade do liquido que drena. Quanto
menor a viscosidade maior a taxa de drenagem. Uma alta viscosidade do liquido inicial
geralmente ndo ¢ favoravel. Um modo para superar este problema ¢ o uso de altas
colunas de espumas com longo tempo de drenagem. A literatura ¢ contraditonia em
relagdo ao efeito da concentragio na drenagem da espuma. Em alguns casos, a
drenagem de espuma independe da concentragio mas em outros a concentragdo tem

influéncia substancial na drenagem da espuma (Rubin e Garden, 1962).

A velocidade superficial do gas tem efeito significativo nas taxas de drenagem
com velocidade maiores diminuindo a taxa de drenagem ¢ portanto diminuindo o grau

de enriquecimento do produto de topo (Lucena, 1995).

Bradley e Ross, citados por Miguel (1987) relatam um método valido para
avaliar a estabilidade de espuma, baseado no tempo de vida média do liquido na espuma
(Le) e o tempo de vida média do gas na espuma (Lg) . Em uma espuma (mida e recém
formada a perda do lHquido se da normalmente por drenagem. Neste caso o liquido sera

removido da espuma a uma taxa maior do que aquela na qual o gas € liberado (Lg > Le).

Se por outro lado, a ruptura ou coalescéncia das bolhas ocorre antes que a
drenagem ftenha tido tempo de se estabelecer, entdo o gds € liberado da espuma mais
rapédamenfe_ que o Tiquido e nesse caso, (Lg<Le}. Ocorre, por exemplo, na presenga de

um anti espumante, capaz de destruir pelicylas relativamente tinas.

3

A coalescéneia pode ser minimizada por altas vazdes de gas e com uma coluna
de espuma de pequena altura, pois sdo fatores que reduzem o tempo de residéncia
{Lemlich. 1968).

Jacobi et al. (1956) apresenta a Equaglo 2.1 que foi utilizado em alguns
rrabathos para estudo do fendmeno de drenagem de diversas solugdes como cerveja,

aibumina de ovo, peptonas, gelatina e saponinas a varias concentragdes.
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L ViVo=1-¢% (2.1)

Nessa equacdio V= Volume de liquido drenado C= constante

Vo = volume de liquido nictal na espuma t=tempo

Jacobi et al. {1956) apresentaram curvas de drenagem obtidas por Airbuzov e
Grebenschikov para solugdes de saponinas. Ao contrario de uma operagio tipica, os
ensaios foram conduzido com espuma de solugdes aquosas de saponinas que eram
succionadas através de um disco poroso de vidro para dentro do tubo. Essas curvas séo
exemplos de curvas de drenagem que sofrem inflex3o. Um valor maximo da taxa de
drenagem ¢ alcancado em um curto intervalo de tempo e, a taxa de drenagem declina
com o tempo. O maximo obtido nas curvas de drenagem e resultado da redistribuigio do

liquido dentro da coluna de espuma .

J

2.5.5 ADSORCAQ NA INTERFACE GAS-LIQUIDO

Plateau foi o primeiro a estudar o comportamento das espumas ¢ Gibbs
adicionou conhecimentos termodindmicos da interface gas-liquido a essa linha de
pesguisa tendo sido o primeiro a desenvolver a isoterma de adsorcdo (Rubin e Garden,
1962).

O fenbmeno da adsorgdo interfacial a nivel termodindmico foi teorizado por
Gibbs (1937} e resultou na Equagdo de Gibbs da adsorgéo interfacial. Em cbndig:ﬁe_s de
equilibrio para solugdes diluidas, a adsorgéé de uma dada espécie numa interface géxs-

'
3

liguido ¢ dada pela Equacido 2.2 '

Gibbs provou que a adigdo de um soluto reduz a tensdo superticial do solvente, .
O decreéscimo na tensdo superficial € resultado da adsor¢io positiva do soluto. O modelo
proposto para uma isoterma de adsorciio por Gibbs € uma relagio entre a concentraciio
superticial em excesso ¢ a concentragdo no interior da soluco. numa dada temperatura
(Berkman e Egloff, 1934).




th
oo
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T=- URT (dy/dlnC)  (2.2)

"= o concentracBo superficial em excesso do soluto, R € a constante universal

T ¢ a temperatura absoluta , v € a tensdo superficial e C ¢ a concentragdo do

soluis o nterior da solugo.

. guagdo de (hbbs descreve matematicamente a obtengdo de [7 a partir da

curtu ; wersus InC. Se a tensdo superficial da solugdo diminuir com o aumento da
concermracac do soluto, entdo (dy/dInC) € negativo. Sendo [ positivo existe um excesso

de soetuie na interface (Castelan, 1973).

e entanto, resultados experimentais de v versus In C nem sempre caem na faixa
da upbicabihidade da Equagio de Gibbs. Esta equagho ¢ limitada para faixas de
concentracdes onde ocorre apenas a formagdo da monocamada, O comportamento de I
com & portanto valido até a saturagdo da monocamada.(Lucena,1995),

% Iiquagdo de Gibbs for aplicada por muitos pesquisadores, que encontraram

4

uma crande diferenga entre valores experimentais e tedricos. Shorter citade em

i o Felofff (1934) concluiu que a teoria de Gibbs é aplicave! nos casos nos
gquais o processo de formacgdo da camada superficial € simples e reversivel
Fxperrmentos de Shorter com camadas superficias formadas por solugdes de saponinas,

Wwnionar © alDUiings mostraram que o processe ¢ termedinamicamente irreversivel e
[ g p

portnmo fora do escopo da Equagiio de Gibbs.

¢'om retacdo a estrutura da camada de Gibbs e a formagdo de espuma, dois casos
exiromes merceem consideracdo (Berkman e Egolt, 1934
- Csuwsdo o concentracdo ¢ infinitamente pequena, a camada de Gibbs ¢ composta de

meloouias de azon,

- fmapie o coneentragdo ¢ inlinttamente grande, por exemplo saturada, o camada de

i consiste de mofeculas de substancias de superficie ativa.




3.MATERIAL, METODOS E DESENVOLVIMENTO

Neste capitulo serdo listados os materials, reagentes, equipamentos € oulros

suprimentos utilizados, assim como meétodos e equagdes desenvolvidas para a obtengio

dos resultados.

3.1 MATERIAL

3.1.1. SAPONINAS

O extrato de quilaia foi adquirido da Sigma Chemical Co, U.S.A. Em todos os

experimentos foi utilizado um mesmeo lote de saponinas de quilaia (105H7138790).

O produto tem a aparéncia de um po fino, de coloragio bege, com aroma tipico ¢

20Sto atnargo.

A composigdo quimica fornecida pelo fabricante €

i 13,7% Sapogenina 3,19 % K 3_0.46% S
i 44.3% 154%Ca 0.22%p
* 1—’% 6 % Cinzas y 08 % Mg ?0,%6% Na

A cromatogratia em papel indicou a presenga de pelo menos 7 componentes no

extrato de quifata
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Uma analise centesimal de seus principais constituintes foi feita, a pedido, pelo

¥

Institzie Jo Feenologia de Alimentos de Campinas, e indicou:

123,40% Acucar totais

19.67% Agtcar redutores

- 11.22% Cinzas

6.91% Umidade |
6,23% Tanino m
1,40%Proteinas
‘é"éf?@% Fibras

CAGENTES E ADITIVOS

E.AJ
Yook
-

[
i
sy

o Agug desiontzada Milli Q (Millipore, USA})

e Huironado de sodio {Solugdo 0,1 N) Merck

s Auido clorkdrico (Sotugiio 0,1 N) Merck

o Acigo acened -~ Merch ~ Grau PA
e Aacul colulose {Metocel — 4 M~ Dow Quimica, USA)

v K eleptoid — Keleco Division of Merck & Co, USA;

weiche gquimica fornecida pelo fabricante do Kelcoloid €

Matéria seca 92% |

Bsteres 86,8% Aluinatos de Sodio

9,5%

vordos Divres 3.0% Afzmatos de Calcio

.8%
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Uma analise microbiolédgica do produto ndo indicou presenga de salmonela ou

coliformes e a viscosidade (solucdo 2%) ¢ 110 cPa pH 4,0.
e Hexano- Merck ~ Grau P A

Acetonitrila Omini Solv Grau HPLC

e Acetonitrita - Merck - Grau HPLC
» Butanol - Merck - Grau P.A

o Acido Tanico — Merck — Grau P.A
s Metanol Merck — Grau P.A

s (flicerol - Merck - Grau P. A

¢ Acetona —Meck - Grau P A

3.1.3. EQUIPAMENTOS E OUTROS SUPRIMENTOS

» Balanca Analitica, modelo Analytical Plus, Ohaus, Alemanha

e Balang¢a Ohaus,Precision Advanced, Alemanha

e Fstufa a vacuo marca Fanem modelo 099 Ev

o PHmetro WI'W, modelo pH 320

¢ Placa com agitacio Fisairom

e Tensidometro K;; modelo Kruss, Kruss Gmbh, Alemanha

e Tensidmetro automatico K5v — Modelo Sigma 701 - FSV — instruments LTDA
e Espectofotometro Hitachi U - 2000

e Espectofotdmetro Beckman - DU - 70

» Banho Shaker com temperatura e agiiacio controlada (Lab Line)
s Banho criostatico Haake, modelo K com temperatura controlada
= (onjuto Sohxietr - Fisatom

»  Paguimetro - Somet
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e Roeuametre Gilmont, USA
@ i:5% e garrasie:

e MNiouénio comercial - Oxigénio do Brasil

e oroomprimido — Obtido do Laboratério de Calibragdo — FEQ- UNICAMP

S TODOS E DESENVOLVIMENTO

3.2.0 00 TRATAMENTO DO EXTRATO DE QUILAIA

~Nos ensatos preiiminares realizados na coluna de fracionamento por espuma foi

utifizacdo exirato de quilaia desengordurado em extrator Soxhlet com acetona.

ara cdlculo da CMC e os ensatos definitivos o dnico pré-tratamento para a
qusizia fof o desengorduramenio com hexano a 25°C. O uso de baixas temperatura ¢
recomendado por Ruiz et al (1995), que descobriu a presenga de artefatos oriundos da
degradacio ¢ associacfes de saponinas quando se usava o extrator Sohxlet a pressio

atmasioriea.

2eres de 20 ¢ de Quilaia eram colocadas em erlenmeyer de 250ml., com 100mL
de hexano. O conteudo era colocado em banho de agitacfio orbital, & temperatura
constanie ge 257 O, 1530 rpm por 48 horas. Deixava-se decantar e separava-se o
sobronudante. £ solido era lavado com hexano ¢ levado a estufa a vacuo por 24 horas a
uma emperatura mferior a 40° C. O solido final fol previamente selecionado de forma a
fornecer um po untforme que era conservado em geladeira, ¢ for a mawénia prima de
touos cw onsatos. Antecedendo a cada uso, o produto era deixado por 12 horas em estufa

a vavcue a4 O para retrrada da amidade.
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3.2.2 PREPARO DE SOLUCOES AQUOSAS DE QUILAIA

As solugdes aquosas de quilaia na concentragio desejada foram preparadas com
agua desionizada, a temperatura ambiente, sobre placa agitadora. O pH da solugdo, lido
com pHmetro, era corrigido com acido cloridrico ou hidréxido de sédio até o valor

definido do ensaio.

3.2.3 DETERMINACAQ DA CONCENTRACAQ MICELAR CRITICA

Foi preparada uma solug@o aquosa de extrato de quilaia com agua desionizada a
pH 3.0, na concentragdo de 0,02 g/ml. A partir desta solugfio foram preparadas 12
amostras, por diluigdo, sendo a menor concentragio 2 x 107 g/mL. Cada concentragio
foi obtida diluido-se a soluglo inicial com agua desionizada a pH 3,0, verificando-se o

pH final da solugdo com pHmetro e corrigindo quando necessario.

Para medi¢do da tensdo superficial foram retirados 50 mi. destas solucOes. As
medidas da tensdo superficial. foram realizadas em dois tensiometros diferentes e as

metodologlas adotadas sdo comentadas abaixo:

s Um tensiémetro modelo K12 Processor Tensiometer (Kruss), equipado com uma placa
de platina iridiada. Cada ciclo de medidas neste aparelho equivale a imersio da placae a
tomada continua de medidas a intervaio de 15 segundos até alcangar o critério de parada

pré —estabelecido.
As metodologias adotadas foram:

1y Deixava-se a amostra uma hora em repouso sobre a balanca, no tensidmetro Kruss,
para se¢ chegar ac equilibrio, e somente entdo a placa era mergulhada na mesma
iniciando-se as leituras. Adotava-se como critério de parada da lertura, um valor menor
ou igual a 0.20mN/m do desvio padrio da media das cinco (ltimas medidas. A tensdo
superficial de cada ciclo era a media das cinco altimas medidas e a tensfo superficial da

amostra era a media da tensfo superficial dos ciclos efetuados. Foram efetuados no
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mimimo dois ciclos de leituras. Esta metodologia ¢ uma variante da adotada por
Sundieid {1993)

2a) Merguthava-se a placa € fazia-se sucessivas leituras da tensdo superficial até obter

um desvio padriic de 0.0LmN/m entre as cinco Gltimas medidas. A tensdo superficial

era o modia das cinco ultimas medidas Sem iniciar um novo ciclo de medidas ( imersdo
da piacai realizava-se nova determinacio controlando-se © aparetho para efetuar as
leituras Jo ponto em que o sensor da balanca do tensidmetro fol anteriormente zerado.
As leiruras da tensdo superficial feitas ate atingir o desvio de 0.0tmN/m entre as cinco

altimas medidas A tensdo superficial da amostra era a meédia dos ensaios realizados.

2b) Repete-se & metodologia 1, sem espera de hora para lettura das tensoes superficiais

(Sundivid, 1995)

e Um tensidmetro K5V automatico acoplado a um micro computador 386 ¢ equipado

com uma placa de platina-iridio.
As metodologias adotadas foram:

) A niaca ¢ mergulhada a cada minuto, sendo que cada merguiho corresponde a uma

medida da tensio superficial. As medidas foram tomadas durante 1 hora no Tensidmetro
KEV A ensdo superficial ¢ a média das cinco primeiras medidas.

1

3L, o os valores obtidos pela metodologia 3a calcula-se a tensao superficial da

amosira como a média das ¢inco altimas medidas.

ansiruiram-se graficos da tensac superficial vs logaritmo da concentragdo de
solucio aguosa de Quilaia, a pH 3.0, que serviu para a determina¢do da CMC. As
bl com os valores obtidos para cada caso estiio apresentadas no Capitulo 4, ¢ no

Apcadice A sncontram-se tabelas e graficos de cada situagio de ensaio,

Dyups retas foram gustadas aos pontos experimentats alinhados antes ¢ depois da

e e descontinuidade, seguindo o método empregado por Sundfeld (1993}, ¢ por

oy

Doipiiielio bR

Choemalia (19881 A CMC ¢ o valor da concentragdo da solugiio correspondente

dossas retas, Um exemplo esta apresentado na Figura 3.1

s
[

(o dus rotas Toi feite uulizando regressdo dinear pelo programa {srapher

S omoum PO om ambiente Wimdows 95 o nrocessador Pentium 1H0Mz.
i
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Figura 3.1 Determinacdo grifica da concentracio micelar critica (CMC)
{Sundfeld, 1998)

Rasecado nos resultados apresentados no Capitulo 4 o método escolhido foi o de
Sundfeld (1995), o qual mostrou ser o mais confidvel e preciso. Os procedimenios

completos usados estdo descritos a seguir.

As leituras foram realizadas utilizando-se o Método da Placa de Wilhelmy, com
Tensiometro Kruss, equipado com placa de platina iridiada com perimetro molthado de
40,0 mm, comprimento 19,9 mm ¢ espessura de 0,10 mm. O tensidmetro foi acoplado a
um banho termostitico Haake, para leituras das tensdes 4 temperatura constante de
25°C. As medidas foram feitas a partir da diluida para a mais concentrada, de modo a
minimizar o efeito de contaminacdo entre amostras. Foram feitos dois ciclos de
medidas Considera-se a média destas como a tensdo superficial da solugdo. A
checagem do aparelho foi feita previamente ao inicio das medidas, através da
determinacdo da tensdo superficial da dgua desionizada utilizando o valor tabelado da

tensio superticial da agua igual a 72.57mN/m (20°Cy e 75,60 {0° C) (Rabockai, 1979}
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2.4 £N54108 PREDIMINARES

Apesar das reconhecidas propriedades espumantes das solucdes de saponinas,
apenas referéncia antigas foram encontradas na literatura, sendo que estas ndo
entocavam a purificagdo, mas sim o comportamento ¢ estabilidade da espuma de
sapeming < Zawidski, 1903 citado em Berkman e Egloff, 1934; Schutz 1942). Referéncias

atuars =io de difici] acesso por se tratarem de patentes japonesas ou russas com poucos

esclarccimentos quanto a caracterizagiio da espuma (Nagasaka, 1995; Tashiro,1995;
Kicghenko ot al. 1978)

A fim de se familiarizar com 0 processo proposto e estabelecer condiges e
Jimites de rabalho adequados para o tratamento de solugles de saponinas, foram feitos
fevaniamento preliminares com versdes simplificadas de colunas. Nesta etapa fez-se uso
de recursos ¢ dos conhecimentos sobre o assunto disponivels no Laboratorio de
Biosseparacdo (DTF/DPB, FEQ) e no DEA/ FEA.

Yersio 1 -Tubo de30cem

Foram realizadas pesquisas exploratorias para avaliar o cfeito da concentracdo
de guilzin ¢ da vazdo de alimentacdo do gas e sua pressdo no fracionamento. O sistema
ern constiteido por um tubo de vidro, tipo bureta, funcionando como uma coluna
pequena de didametro interno de 0,183 cm e com 30 cm de altura, contendo de 10 a 20
mi e soiucdo. O gas de arraste foi ar comprimido escoando através de placa porosa,
para geracio das bolhas, A vazdo era controlada por uma vdlvula agutha e medida por
um rouimeiro de medo que o agente tenseativo {saponina) presente no sistema
produzisse cspuma em condigdes de chegar ao topo do tubo vertical antes de colapsar.

Conrroe

o ou pressdo através de um tubo em Ul As concentragtes de solugdo de

quilaia utihizadas situavame-se na faixa de 200 a 20000 mg /L. Hssa faixa de valores.

seeunde robathos de Sundfeld (1995), correspondia a regifio da CMC.
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YVersdo I - Tubo de 100cm

Em uma versdo ampliada do equipamento avaliou-se o efeito de aditivos, do pH
¢ do volume da solucdo inicial (Si) no comportamento da espuma na coluna de

fracionamento ¢ tentou-se momitorar as composigdes quimicas.

O equipamento basico era constituido por um tubo de vidro de 100 cm de altura
¢ 2,5 em de didmetro interno, com um disco de vidro sinterizado acoplado a sua
extremidade inferior para servir como dispersor de gas. Antes de entrar na coluna o
nitrogénio borbulhava por um saturador de umidade. A coluna era carregada com
solugfo inicial (S1). Em seguida iniciava-se a passagem de nitrogénio pela amostra
controlada por uma valvula agulha. A pressio em torno de 3-4 kgf/em” no cilindro, ¢ a
vazdo constante em 13,60 mL/min era suficiente para evitar gotejamento do liquido que
se mantinha acima da placa porosa. Uma fotografia do equipamento usado encontra-se
na Figura 3.2. Os ensaios foram dados como encerrados quando a solucdo residual ndo

era mais capaz de formar espuma estavel que pudesse ser coletada.

O monitoramento do enriquecimento em saponinas foi feito segundo a técnica
cromatografica HPLC desenvolvida por Grassi et al (1996). Alguns resultados obtidos
foram apresentados por Oliveira ¢ Kieckbusch (1996). Esses resultados obtidos,

entretanto , sAo inconsistentes ¢ sio comentados no APENDICE C.

¢ Volume de sohugio inicial {(Si)

Dois volumes diferentes de solucfo inicial foram avaliados, com concentragio
abaixo, acima ¢ em torno da CMC. O volume de 245 mL correspondia a uma altura de

liquido de 24 53 cm. e o de 450 mbL. a 45 em da coluna.
]
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Figurp -2, Esquema da coluna de fracionamente como tubo de 100em de altura

e uditive

cntorme vitado na Seedo 2.4 uma mator estabilidade de espuma facilita a
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o melthorando o enriguecimento. Com essa inalidade. avaliou-se o

aiespuma produaida com  irés aditivos  diferentes o varias

compor
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da viscosidade local entre as bolhas e com o tempo produz um espumado com camadas
leves ¢ flexiveis, permitindo fracionar solugBes mais concentradas, pelo aumento da

drenagem sem ocorréncia da coalescéncia (Berkman e Egloff, 1934)

Os ésteres de metil celulose e ésteres de alginatos, além das caracteristicas
citadas acima podem se associar a outras substdncias interferentes. Esteres de alginatos
formam liga¢des cruzadas com as glicoproteinas proporcionando rigidez a pelicula que
rodeia as bolhas (Hough,1990) e, ambos diminuem o efeito de competicio de
interferentes na superficie das bolhas, facilitando a adsorcéo preferencial das saponinas

e sua melhor purificagio.

Efeito do pH

Os estudos do comportamento da espuma na instalagio com tubo de 100 cm

foram completados com a avaliagdo do efeito do pH da solugio, usando ou néo glicerol.

Versio I1I- Tubo de 175 em

A coluna utilizada foi aumentada até 1,75m, conservando-se toda a metodologia

operacional citada na Versfo Il

Baseado-se nos trabalho de Lucena (1995) e Miguel (1987) cujas condi¢des de
operagio estdo reproduzidas na Tabela 3.1 aumentou-se a coluna de fracionamento por
espuma, obtendo-se a terceira versfio. O aumento da coluna permitiu trabalhar com
maitores valores de altura da solugéo inicial, possibilitando a saturagfo da monocamada

na coluna de bolhas da solugio.

Uma série de ensaios de fracionamento por espuma foi realizada nesta
mnstalacdio, observando-se o comportamento da espuma frente a diferentes volumes da
solugdio inicial. O monitoramento do enriguecimento em saponinas foi realizado
utilizando-se a tecnica cromatografica HPLC desenvolvida por Grasst et al (1996}

descrita no Apéndice C, onde também se encontram os resultados obtidos.
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Tabela 3.1 Pardmetro geométrico da coluna de fracionamente por espuma

Parimetro Miguel Lucena :

*l i

(1987) | (1995) ;

Diametro interno 3,68 cm 3,2cm

%

Alturadacoluna | emeeee- } 105 cm |

- Yolume da coluna 2,131 ' —————— f

|

mmmmmm Yolume de solucdo fracionada e ! £000ml ;

%

- Altura de Si fracionada 2metros ! -------- L

| |

Gvaimedo do volume de Si

Com o soluclo inigial (Si) a 400mg/L ¢ a vazdo de nitrogénio de 13,56 mL/min

avaliou-se o cfeito da altura de Si no fracionamento por espuma. Os volumes de solugdo

imteind restados foram 750 (121.5 cm), 500 {87 cm), 380mL {60 cm)) ¢ 300mL (47.4).

{3 ensaros foram realizados sem ajuste do pH original da solugfio de guilaia.

curmodn da altura da coluna

¢ omo a coluna era unida por juntas esmerithadas. for possivel variar a altura da

A0 e A0S BEFINITIVOS

; vesoda colung de Csnling

asbe de nitrogenio de 13,56 mL/min ¢ volume de Si 5300 mi

;v fracionamento mantendo-se constante a concentragio de S+= 400mg/l. a pH

Coapurato udbizado no devamamento Hnal de dados consiste de uma coluna de
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vidro pyrex de 182 c¢m de altura { do centro do coletor até a superficie da placa porosa)
com 2,81 cm de didmetro externo e 2,50 ¢m de dimetro interno operando em semi-
batelada, estagio simples e sem refluxo. Um esquema da instalag8o esta apresentado na
Figura 3.3 A coluna era composta de trés segles (504, 57,6, e 74,2 cm) conforme
indicado na figura, unidas por juntas de teflon. NHo se usou camisa de agua, para
controle da temperatura. Todos os ensaios foram feitos na temperatura ambiente, do

laboratério (de 23 a 27 °C), mantida por aparelho de ar condicionado.

Um distribuidor consistindo de um disco de vidro sinterizado foi fixado no
fundo da coluna, local de entrada do gas de borbulhamento. O gas utilizado para arraste
foi nitrogénio comercial; antes de entrar na coluna o nitrogénio era saturado de umidade
borbulhando em agua destilada contida num saturador (altura de agua destilada, 10cm).
e era controlada por valvula agulha e medida por um rotdmetro. A curva de calibragdo
do rotametro esta apresentada e discutida no Apéndice B, A tubulagio que conectava o
cilindro de nitrogénio a valvula (cerca de 1,50 m) era de cobre, 1/4 polegada. A conexdo
enfre 0 rotdmetro e 4 entrada na coluna era de mangueira de silicone com 9,5 mm de

difmetro externo

Para recolhimento do espumado. o topo da coluna se transforma em uma curva
suave, de mesmo didmetro interno, levando a um prolongamento lateral em ligeira
inclinagfo em relaciio ao plano horizontal para possibilitar a saida da espuma arrastada
pelo gas. Um frasco coletor (geralmente becher pyrex entre 600 - 2000 mli ) previamente
tarado coleta a espuma. A massa de espumado era determinada por diferenga de peso.
Para a quebra da espuma (colapso} o coletor era colocado por 12 horas em uma estufa
{uma geladeira de isopor, 32 x 37 x 50 cm) , com uma ldmpada de 20 W que mantinha
uma temperatura de cerca de 40°C. Apos o colapso deixava-se esfriar o frasco que era
entdo pesado. Compiletava~se a massa de agua evaporada na estufa com agua

detonizada, no mesmo pH da solugdo de inicial




coluna de
espuma

}

cibndro
de gas

~ohma de .
hothas

2,81 cm
e ————

placa de
Cwidro —s
sintenzado

Fioura 3.3 fsgquema da instalacfo definitiva da coluna de fracionamente

Lo wna operagdo de fracionamento tipica alimentava-se a coluna com St até a

£

desciada de ligudo {152-158 ¢cm), medida com uma régua, colocada

exiornamente. Em oseguida abria-se a valvula de agulha até a vazdo de nitrogénio

. {oando surglam as primeiras bolhas na coluna de liquido marcava-se ¢ tempo

“s bothas de gas ao se destacarem da coluna de bothas, provocaram o

ento de uma coluna de espuma. A cspuma formada era arrastada pelo gas sendo

sntae codelada pela saida lateral superior. A operagdo era dada como encerrada gquando a

1T

Mo hdo apresentava mais estabitlidade para ascens@o ndo podendo ser recolhida.

TR

cntusa-se enide a vazdo de nitrogeénio para que expulsasse a espuma que estava

3

s Sy otselugdo residualy O fornecimento de gds era mierrompide guando esta

s nde pudia ser mas coletada. Faza-se a leitura de hi e repistrava-se

A Srera entde recolhida da coluna para anahse.

wiecviar aoprolteracao de fungos principalmente na faixa CMO ¢ acima desta,
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as amostras de Si, Sr e Se foram conservadas congeladas em freezer até execuglio das

anslises

A coluna era entio lavada varias vezes com agua destilada, seguida de solugio
clorada e enxaguada mais quatro vezes com agua destilada para evitar a formago de

fungos na placa.

3.2.5.2 Determinacio do volume de solucio

As solugdes inicial e residual tiveram seu volume calculado baseando-se na
altura inicial (hi) e final (hf) lida no inicio ¢ no fim do processo. O didmetro externo da

coluna foi medido com auxilio de um paquimetro sendo igual a 2.81 cm.

3.2.5.3 Determinacic da massa de espuma

Em todos os ensaios serdo usados as seguintes formulas e principios para

calculo da massa de espuma.

A espuma coletada era pesada quando o frasco coletor estava cheio. .Cada
fracionamento poderia utilizar um ou mais frascos coletores dependendo da quantidade
de material produzida. Se o material era insuficiente para poder realizar todas as
analises, repetia-se o fracionamento partindo-se de nova soluglo inicial e procurando

manter as mesmas condicdes anteriores.
Sempre se considerou a densidade do espumado igual a da dgua (1 g/ em”™)

A massa de espuma ¢ dada pela Equagio {3.1].

EmL.:m;fwm; i3.1§
|

onde
m, = massa de espuma coletada (g)
m; = massa inicial do coletor {g)

myy = massa de coletor mais a espuma (¢}
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Apo6s o colapso da espuma, a massa de espuma evaporada era completada com

massa de apua no mesmo pH da solucdo de alimentacio.

TS PI 1 13.2]

QI8

= massa de espuma evaporada (g)

.

-

m = massa do coletor mais espuma colapsade (g)

m;- = massa de coletor mais espuma recolhida (g)

3.2.5.4 {aracterizacio do Enriquecimento de Tensoativos na Espuma

Por definicdo o indice de enriquecimento de um componente da solucdio de
alimentagdo em um processe de fracionamento por espuma ¢ a razfio entre a
oncentragdo do componente no espumado e a concentracdo inicial, na solugdio a ser

espumada,

{omo nio se conseguiu desenvolver uma metodologia analitica para determinar
guanitiativamente a concentragdo das diversas saponinas nas fases liquidas, foi

necessario fazer uso de téenicas alternativas.

£ indice de enriquecimento do processo de fracionamente de espuma fol

calvuludo atraves dos seguintes métodos comparativos:
a Concentragdo de solidos na espuma, residuo ¢ inicial, através do peso seco,

boooemento de absorbidneia atraves de varreduras em espectofotdometro UV! Visivel das

stiicoes Jdoomieral, residuo ¢ espuma.

<o enpaiucho Snre as conceniraglo das solucdes Si, Se St oatraves do valor do niimero
o lodus neeessanas para gue g tensdo superficial das solucfes imrcial, residual e

SO s aiores proximos a tensio superticial da agua
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A espuma, solucio residual e inicial tiveram sempre o pH medido com pHmetro.
Quando a quantidade de espuma colapsada tinha um volume insuficiente, media-se seu

pH apos reposigio da massa de dgua evaporada

a.} Monitoriamento por massa seca

Capsulas de vidro (pyrex) eram previamente aquecida a 60° C por 12h em estufa
a vacuo; resfriadas em dessecador até temperatura ambiente e pesadas. Um determinado
volume de S1, Sr ¢ todo o volume de Se (medido com proveta} eram transferido para
essas capsulas. As solugdes eram evaporadas em banho-maria até secura. As capsulas
eram novamente levadas a estufa & vacuo a 60° C por 36h, resfriadas em dessecador até
temperatura ambiente e pesadas. A massa seca na espuma M(Se) era obtida dirctamente
pela diferenga de peso. Conhecendo-se os volumes totais de S1 e Sr calculava-se os

solidos totais na alimentacio M(Si) e no residuo M(Sr) assim como sua concentragdo.

A tazido entre os diferenies solidos totais serviram como indicativo nas

comparagdes entre os processos usados.

indice de enriquecimento por massa seca

Ems = {| M(Se)/ Ve] / [M (Si)/Vsi]} [3.3]

M(Se) massa de solidos no espumado, mg
M (1) massa de solidos na seluciio inicial fracionada
Ve volume de espumado , mi.

Vi volume de solucio inicial alimentada a coluna, mL

by Yionitoramento pela absorbancia no espectofstémetro

Amostras de S5 ¢ Se eram submendas a uma varredura em espectoiotometro.
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Obreve-se o8 espectros de absor¢do Si, Sr e Se e por inspecio. baseando-se
tambem em dados da Hteratura. Definiu-se uma faixa de importdncia de comprimento
de onda. no caso de 190 a 240 nm. As medidas da absorbdncia eram feitas a cada 2 nm

de mervalo de comprimento de onda.

As amosiras que extrapolaram a hnendade da equagio de Beer, (absorbdncias
mator e 0.8 wa) ou o limite de confiabilidade do aparelho, (de 0.,2-1.7 ua) foram
dilinoos Reurou-se aliquotas destas solucbes e dilulu-se em balfo volumetrico com

aguz Josionizada no pH da Si do ensaio realizado.

Para uma estimativa do enriquecimento em saponinag obtido no fracionamento
por 2spuma. assumiu-se uma relacfio linear entre a absorbancia lida no intervalo de 190
(ou 20U} a 240 nm. e a concentragio de saponinas no espumado. Pela regra do Trapézio
determinow-se o area total nos espectros de absorbancia nesse intervalo ¢ o Indice de

Enriguecimento por absorbdncia, Ea € caleulado pela Equagdo 3.4.

Indice de enriquecimento por absorbicia (Ea)

Ea= {Ae/ |{ Ai- Ar)]) 13.4

onde:
Ae = area tofal de absorciio da espuma na faixa considerada
Ai= aren fotal de absercfo da alimentacio na faixa considerada

Ar o= aren tofal de absorgdo do residuo na faixa considera

¢y Ylanitoriamento pela Tensio Superficial

cmostras manudas no freezer para analise eram retiradas © colocadas em

sande wrmnesietizade ate atingr a 2587C
Lonuris da tensdo superdicial foram feitas conforme mdicado na Secdo 323

atensdo superhicial do espumado sempre foi da ordem da

FERTSIR EE IR S 1 ﬂ\{}_““\

Pada UMO Bste ¢ wimn resuliade esperado, mas como cle corresponde o
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um valor limite constante, ndo permitiu uma estimativa da concentragdo. Procedeu-se
entdo a uma seqiéncia de diluigdes, retirando-se metade do volume da solucio utilizada
em uma leitura e repondo com o mesmo volume em agua, ao mesmo pH da solugdo de
inicial (S1). Apds cada diluig@o, determinava-se a tensfo superficial, e a sucessdo de
diluiges era encerrada quando o valor achado se confundia com a tensdo superficial da
agua. A concentragdo do espumado foi estimada por peso seco e a concentracdo das
demais diluigbes foi obtida dividindo-se o wvalor da concentragio do espumado

sucessivamente por dois.

A tensdo superficial do espumado serviu de indice de comparacio de
enriquecimento em tensoativo em relagiio a tensdio superficial do residuo e solugfio
inicial. Com a concentragdo do espumado encontrada por peso seco consfruiu-se a
curva da tenséo superficial vy diluicfio do espumado. Calculou-se a CMC do espumado
e comparou-se com a CMC de Si servindo de indice de comparagéio de enriquecimento
de tensoativos na espuma o qual foi denominado enriquecimento pela tensio superficial,

E. e calculado pela Equacdo 3.5

Enriquecimento pela Tensao Superficial

1
H

Eo = concentracio do espumado em maltiploes de CMC / concentragiio da solu(;éi()(

| inicial em maltiplos deCMC 3.5} z

| S——




4 RESULTADOS E DISCUSSOES

inicialmente este capitulo apresenta os valores encontrados para a CMC do

extraio de quiiala.

As dificuldades enfrentadas nos ensaios iniciais de fracionamento por espuina ¢
os rtesultados encontrados serfo abordadas ¢ forneceram antecedentes para o
desenvolvimento dos ensaios definitivos de fracionamento por espuma descritos ¢

analisades neste Capitulo.

4.1 DETERMINACAQ DA CONCENTRACAQ MICELAR CRITICA
CMC

4.1.1 ESCOLHA DO METODO E DO EQUIPAMENTOQ

() extrato de quilaia utilizado nos ensaios inicials, para preparo das solugfes
aquosas de gutlaia foi desengordurado com acetona em Extrator Soxhlet por varias

Roras.

%

A Tabela 4.1 compara o desempenho dos dois tensidmetros usados. Calculou-se
g CMC em todos os jevantamentos de dados nas trés metodologias utilizadas, conforme,

304

crito no Capitulo 30 As equacbes  das retas superior ¢ inferior, sdo apresentadas,
detimndo-se a CMC como o ponto de intersegdo destas retas.

Asotabelas ¢ os graficos utilizados que deram suporte para a construgdo da
Gabo 4D encontramese no Apcndice A
SA0oseconsegult uma leltura constanie para a tensfio superficial (s, com 2

2 omesmo reahzande sers medidas consecutivas, Observou-se uma gueda
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continua na leitura do valor da tensdio superficial, principalmente para solugdes aquosas

de saponinas na faixa de 10-80 mg/L. Estes dados sfo apresentados no Apéndice A.

Tabela 4.1 Valores da CMC a pH 3,0, com as trés metodologias

Metodologia

Equacoes da Reta

CMC

i

! y= - 0,07887x + 38,205

Reta inferior

Espera de | hora

y= - 5,85313x + 15,7805

Reta supertor

CMC 132 mg/L

2A

v=0.43306x + 39, 9321

Reta inferior

Leitura até desvio de 0.01

y= - 3,94901x + 14,1021

Reta superior

CMC=90 mg/L

2B

V= -0557166x 1 407013

Reta inferior

Sundfeld (1995)

y =-10,4102x -~ 5.74693

Reta superior

Leitura até desvio de 0,20

CMC= 58,5 mg/L

3A

v=-0,8926x = 35,7866 |

Reta inferior

Tensidometro K3V

Y+-10,6468x — 5,36057

Reta superior

eitura com os primeiros

pontos

CMC= 106,1 mg/L

38

v=-0,67247x - 34,2933

Reta inferior

| Tensidmetro K5V

1,3335

Y= B 85563 ~

Reta superior

Leitura com os ultimos

PONLOS

CMC=93,8 mg/L
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Ao verter-se a solucdo aquosa de saponina para as cubetas, ocorre a formagdo de
espuma. Na Metodologia 1 ¢ necessario o tempo de espera de 1 hora antes de se iniciar
a leitura da Ts, para possibilitar o ¢olapso dessa espuma eliminando-a da placa no
momento da lettura. Com o emprego da Metodologia 2, a leitura de Ts & efetuada
imediatamente, permanecendo muitas vezes a espuma sobre a placa. Esse fato explica a

diferenca encontrada nos resultados.

No tensidmetro K5V ocorre a perturbagfio da superficie a cada medida € com
isso um deslocamento do equilibrio a cada intervalo de tempo pré-determinado.
Diferentemente, no tensidmetro Kruss a placa ¢ mergulhada a cada ciclo de medidas. A
partir deste momento, o aparelho faz a leitura continua da tensdo superficial (com a

placa permanecendo mergulhada) até se alcangar o desvio padrio pré-estabelecido.

Por analogia ao trabalho de Foulk e Miler (1931), € provavel, que a diferenca
entre os valores encontrados pode indicar uma relacdo entre a tensdo superficial
dinamica e a Metodologia 3A, assim como, enire a tensdo superficial estatica ¢ a
Metodologia 1. A demora para alcangar o equilibrio pode estar relacionada com a
cinctica de formacdo de micela mista (saponina-tanino-proteina), que compete com a

adsor¢edo de mondmeros de saponinas na superficie,

A metodologia descrita por Sundfeld (1995) e que foi relatada no Capitulo 3, foi
utilizada no calculo da CMC para os pHs 3,0, 5,0 ¢ 7.0. O método foi adotado por se
acreditar que o efeito de envelhecimento da superficie, a evaporagio do solvente ¢ a
oxidacio ¢ a reducdo da amostra fossem mats significativos na medicdo da tensio
superlicial do que o efeito ocasionado pela demora para as moléculas de saponinas

difundirem a superficie do liquido e alcangarem o equilibrio.

{Js valores encontrados pelo Tensidometro K3V poderiam ser usados para avaliar

o lempoe que a saponina levaria para adguirtr uma conformagio estavel na superticie.
Mas o diticl predizer um tempo para o inicio das medidas, pois ele esta diretamente
refncionado com a difusividade que ¢ funglo da concentragdo e do pH. O tempo
utilizade (1 hora) pode ser considerado curto ou longo. dependendo da situaco. Como a
concentracio da espuma ¢ desconhecida ¢ impossivel determinar o tempo para a leitura

di tonsdo superfical. Desta forma, ndo se calculou a cinctica de adsorgio da saponima

pa o woporiicio. para cada concentracio.
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4.1.2 CURVA PADRAO DA TENSAO SUPERFICIAL, NOS pHS 3,0, S0FE 7.0

As Figuras 4.1 a 4.3 apresentam os graficos da tensfo superficial vs logaritmo
da concentragdo para os pHs 3,0 e 5,0 ¢ 7,0, respectivamente. Utilizou-se a média da
tensdio superficial do primeiro ¢ segundo ciclo para calculo da CMC. Uma tabulagio

completa dos dados se encontra no Apéndice A

A diferenga nos valores encontrados para a CMC a pH 3,0 apresentados na
Tabela 4.1 e no Grafico 4.1 pode ser atribuida aos erros experimentais associados a
escotha do equipamento ¢ a metodologia usada, como por exemplo. O controle
inadequado da temperatura, a presenga de espuma nas solugdes lidas, a conservagio do
extrato de quilaia e a retirada prévia de umidade do extrato. O mais provavel entretanto,
¢ a influénela dos pre-tratamentos sofrido pelo extrato de quilaia o que pode acarretar
em hidrolise parcial das saponinas (Ruiz, 1979) ou a formac#o de artefatos (Ruwiz et al,

1995)
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CMC= 198 mg/l.
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¥ o= A 569854 % X+ 21 3213
%—5 60.00
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Como exemplo desse efeito, a Figura 4.4. apresenta os valores da tensdo
superficial v concentragio para o pH 3,0 e para o pH original da solucfio, que se situava
em torno de 5.50-7.0, obtidos seguindo a metodologia Sundfeld {1995), com o extrato
quilaia desengordurado com acetona, em Extrator Soxhlet, por varias horas. Observa-se
que os valores obtidos da tenslo superficial com desengorduramento a quente sfo
maiores € mals dispersos do que os obtidos com desengorduramento a frio.

Na Tabela 4.2 encontra-se os valores obtidos para a CMC do extrato de quilaia
em condigdes brandas e que serfio referéncias para o presente trabalho, eles sdo
diferentes dos obtidos por Sundfeld (1998) apresentados na Tabela 4.3 nos quais o
extrato ndo sofreu nenhum pré-tratamento inicial.

Sundfeld (1998) avaliou saponinas de quilaia de fabricantes diferentes e
conciuiu gue possuem teores diferentes de sapogenina. Apesar das amostras estudadas
nesse trabalho serem do mesmo fornecedor, o lote utilizado foi diferente do utilizado
por Sundfeld (1998).

70.60
B
+F i
2o | !
| * '
+4 |+ pHnatural |
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3
53000 * 4 44
+4 |
2 | *
4000 » B
| + S
s +
3000
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Fiours <4 Grafico da Tenslio superficial s concentracio de extrate de guilaia

(desengorduramento a guente ) 5os phs 3.0 ¢ natural,




Resultados e Discussio 84

Tabela 4.2 Valores da Concentraciio Micelar Critica obtidos com extrato de

quilaia desengordurado em condicdes brandas

pH Concentrac¢iio Micelar Critica (CMC)
mg/L
1° Ciclo 2° Ciclo Média
3.0 175 179 198
5.0 360 353 347
7,0 386 362 388

Tabela 4.3 Valores de CMC obtidos com o extrato de quilaia, sem pré-tratamento

{Sundfeld, 1998)

pH Concentracio Micelar Critica (CMC)
Limite inferior Limite superior | Média
3,0 59 G4 76
4,5 650 800 720
6.0 920 700 810

(O decréscimo da CMC com ¢ pH pode ser atribuido a mator facilidade na
aproximagio das moléculas de sapominas para a formagdo de agregados micehares.
Fatores que contribuem para o processo de aproximagfio e agrupamento das moléculas
de saponinas em solugdo contribuem para a diminui¢io do valor da CMC. As saponinas
de quilata so surfatantes anidnicos devido ao grupo carboxila do acido glicurdnico
presente nas molécutas. Com a diminuigio do pH, diminui também a proporgiio destes
grupos na forma 1omizada, diminuindo a repulsdo eletrostatica entre moléculas. Assim
seria de se esperar que a diminutgdo favorecesse a formagfo de micelas e resuitasse na

diminuigdo da CMC { Sundfeld, 1998},




4.2 ENSATIOS COM FRACIONAMENTO POR ESPUMA

Apresenta-se nesta se¢fio os resultados dos ensaios preliminares com as trés
versfies de coluna de {racionamento e 0s ensalos com a versfo definitiva a trés niveis de

pH e trés niveis de concentragio.

4.2.1 FNSATOS PRELIMINARES

Versio Tubo de30cm

As solugdes de quilala na faixa de 200 a 20000mg/l. espumavam
abundantemente a aparéncia da espuma mudava ao longo do tempo de ensaio.
Inicialmente formou-se uma espuma que ascendia com facilidade pela coluna. Apos um
certo tempo, a coiuna continua se rompia em bolhas esféricas formando buracos por
toda a coluna de espuma, adquirindo um aspecto de rede. Essas bolhas coalesciam em
bothas matores adquirindo uma forma quase poliédrica, que se fragmentava em varias
partes. Quanto mais diluida a solucfio usada, mais cedo ocorrem essas transformacdes e

com a uma vazio baixa coletava-se uma espuma mais seca ¢ bem drenada.

A medida que se aumentava a concentracdo de surfatante, as bolhas diminuiam
de tamanho na espuma. A coalescéncia comecou a diminuir gradualmente de
intensidade até que a uma determinada concentragdic dec surfactante cessava a
coaléscencia e a coluna de espuma adquiria uma aparéncia branca devido a grande
quantidade de pequenas bolhas de ar contida nela. Ao diminuir-se a concentragio para
I0mg/l. a espuma ndo apresentou estabilidade suficiente para ser coletada. Observou-se
que para uma vazao constante, quanto maior a concentragio da solugdo inicial, menor €

o volume de solugdo residual na coluna. Constatou-se também que uma pressdo menor

A
3 2

kgflem” ndo fornecia uma vazdo constante de ar comprimido. Os melhores

[y

o

i1
. o~ . - N b} - - . .
resuitados foram conseguidos a uma pressdo de 2 kgfiem™ | vazdo de 13,60ml/min e

concentraglio de 200mg L.
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Versdo II - Tubo de 100cm

o Volume de solucio inicial (Si)

Baseado nos resultados anteriores, manteve-se uma vazio constante de

13,6 mIL./min de ar comprimido.

Foram fracionadas também solugdes com concentragdio inicial de 10mg/mlL,
40mg/mL e 80 mg/mL mas a espuma néo podia ser coletada porque colapsava dentro da

coluna.

Os Ensaios realizados com o tubo de 100 cm encontram-se na Tabela 4.4,

seguidos de posterior discussio.

Tabela 4.4 Ensaios realizados com tubo de 100cm para determinacio do Vi

Ensaio . Concentragio (mg/mL) ‘ Vi (mL)
Al 400 I 245
A2 800 495
A3 100 245
A4 100 495
A5 800 245

Os Ensaios Al ¢ A2 forneceram iguais fragGes de espumas coletadas com
consisténcia parecida a mousse, uniforme por toda a coluna de espuma ¢ que se

mantinha por horas no coletor sem colapsar.

() Ensato A2 sustentou maior tempo de fracionamento ¢ teve de ser coletado em
dois recipentes.
0 Ensaio A3 apresentou espuma seea no coletor ¢ poliédrica na coluna, com boa

drenagem.
No bnsaio Ad a espuma colapsou dentro da coluna sendo dificil a coleta.

Pscolheusse para os onsatos scouintes, o menor dos volume (245mil pois
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verificou-se que o aumento da altura de Si ndo era significativo para o enriquecimento
Como ¢ na coluna de bolhas que ocorre adsorgio do soluto na interface, supdem-se que,
a partir de uma determinada altura de Vi, ja ocorreu saturacio da monocamada.
Limitando essas altura, haverd um aumento na altura de drenagem que pode levar a

coleta de espuma menos umida e mais enriquecida.

s pscopiha de aditivo

A concentraglo de quilaia usada ¢ as quantidades de aditivos utilizadas nos
diversos ensaios estdo listada na Tabela 4.5 As conclusdes observadas sdo apresentadas

abaixo.
A adi¢do de glicerol (Ensaios de B1 a B13) fornece os seguintes resultados:

* Ensaio B1: A espuma apresentou boa mobilidade, ela se fragmentou em varias partes

na coluna mas conseguiu ser arrastada e coletada.
* finsaio B2: A espuma foi recolhida umida demais.

* Ensaios B3 e BS: A espuma apresentou boa mobilidade para ascensfo, mas apds se

romper na coluna ficou presa no primeiro segmento da coluna,

*Epsaio B4: A espuma teve ascensio rapida demais sem ocorrer a drenagem; a espuma

apos colapso fcou aderida ao becher.

Para a concentracdo de 400mg/mL., trés gotas de glicerol foram suficientes para fornecer

o cfeito desejado.

« Insaio B6: Ocorreu maior arraste de liquido em relacfio aos outros ensatos realizados
na mesma concentragdo. A espuma apos colapso ficou aderida ao becher, ndo sendo

analisada por HPLC.

* Unsaie B7: A cspuma coletada apds colapso ficou aderida ao becher ¢ apresentou

DO Dretos,

© Fopsaie B8 NOo houve formagfo de espuma com estabilidade suficiente para ser

©bmsaio BYDA ospuma pode ser coletada mas estava muito seca fogo na primerra
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Tabela 4.8 Composiciio das solucies de extrato de Quialia fracionadas (Vi= 233

mlL}
Fnsaios Concentracio | gotas
mg/L
Glicerol
B1 800 6
B2 400 12
B3 400 6
B4 400 5
B5 400 3
B6 200 6
B7 200 4
B§ 160 6
BS 100 4
Bi10 100 2
Bl1 80 6
BiZ 80 3
B13 80 0

Ensaios | Concentracio gotas
mg/L
Metil celulose 0,5%
B14 400 3
B15 400 2
B16 200 8
B17 100 8
B18 100 4
Alginato 1%
B19 800 3
B20 400 6
B21 400 3
B22 200 4.5
B23 80 18
324 20 9
B25 20 6

* Ensaio B10: Iracionamento com quantidade muito pequena de espuma que aderiu

ao coletor apos colapso.

* Ensaio B1l e B12:

Com mator numero de gotas de aditive aumentou-se a

mobitlidade da espuma mas ambas arrebentaram dentro da coluna, dificultando a

coleta da espuma.

* Fpsaio B13: Pouguissima cspuma foi coletada, menor gue nos ensatos 811 ¢ 312,
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* Ensaio B13: Pouquissima espuma foi coletada, menor que nos ensaios B11 e B1Z.

A adiclo de metil celulose nfio trouxe vantagens, principalmente para a concentracdo
de 100mg/L. onde houve interferéncia na formacio da espuma, conforme se pode

concluir dos comentarios abaixo.
*Ensaio Bl4: O fracionamento produziu menor massa de espuma que o Ensaio B15

* Ensaios B15: Foram coletadas cinco fragdes de espuma sendo que as Fragdes 4 ¢ 5
ficaram aderidas ao becher. A espuma possuia alta estabilidade e sobrou muita

espuma acima de Sr no final do fracionamento

*Ensaio B16: A espuma ndo apresentou mobilidade para ser totalmente arrastada da

coluna sobrando muita espuma acima de Sr.

*Ensaio B17: O espumado apresentou flocos gelificados fibrosos. Para solubilizacio

dos flocos adicionou-se acetonitrila, mas ndo houve solubilizagio.

*Ensaio B18: O fracionamento apresentou uma solugfo residual limpida mas muita
espuma ficou aderida a4 parede da coiuna. Observou-se interferéncia do aditivo na
espuma que se apresentou seca mas com aparéncia de algoddo doce. A espuma nilo
foi analisada por HPLC

(s ensaios com alginato indicaram o seguinte:

* Ensaio B19: Sobrou bastante espuma acima de Sr e apds o colapso a espuma ficou

aderida ao becher.

* Ensaio B20: O tempo de fracionamento foi longo e a espuma demorou a quebrar na
cotuna de fracionamento, tendo a aparéncia muito viscosa. Muito arraste de solugfo

pela espuma.
* Ensato B21 : Sobrou muita espuma acima da Sr no final do fracionamento.

*Ensaio B22 : Apresentou um bom fracionamento, coletou-se uma espuma umida
em dois frascos. A solugdo demorou a colapsar ¢ teve comportamento semethante a

espuma obtida a partir de uma solugo iniclal com concentracdo de 400mg/L.
*Ensaio B23: Forneceu quantidade muito pequena de espuma.
* Ensaio B2Z4: A espuma ndo pode ser recuperada da coluna.

*Eosalo B25: A cspuma apresentou boa drenagem deixando a 5S¢ limpida. sem
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espuma, mas a espuma ficou presa na parede da coluna, ndo sendo possivel coleta-la

pois 130 finha estabilidade para ascensio.

{2 objetivo dos aditivos era aumentar a viscosidade da solucdo a ser fracionada

(St oevntando a ruptura das bolhas, mas em alguns ensaios ocorreu também um

10 da viscosidade da espuma produzida (Se) que chegava a aderir ao becher
{coleior: apos o colapso.

>ou aditivos testados descartou-se o metil celulose por ndo conferir uma

estabiiidade significativa a espuma formada a partir de solucdes fracionadas com
baixa concentracdo inictal de St ¢ aumentar a estabilidade da espuma coletada obtidas
a partir de solugdes fracionadas com concentragdo inicial de Si alta. Isso aumentava o
tempo de colapso que em determinadas situagdes, necessitava até dois dias ¢ a espuma
coicinda ¢ nilo se solubilizavam em acetonitrita.. Concluiu-se, com ajuda da FEA/
microbiologia {Selor, 1996) que os pontos pretos presentes nos frascos coletores dos
Ensaies 7 ¢ 13 eram fungos. Foi adotado no novo equipamento, a esterilizagio da
vidraria o lavagem da coluna com solugio aquesa de acido cloridrico ¢ construgfio de

uma estula para colapse da espuma a 407 C, detalhadas no proximo item.

Alginates forneceram uma boa estabilidade para a espuma aumentando o

-

tempe Jde fracionamento. mas a espuma coletada era amida, sem aumento

stgnitiicatve da taxa de drenagem.

‘Y

» methor comportamento foi o do glicerol, no case de solugdo de aquosa de
gutlzin na concentragdo de 400mg/L. Como ele € de baixe custo, for selecionado

comg sditve 4 ser usado.

» ffertn o pH

conoensaios realizados s@o apresentados na Tabela 4.6 apresenta-se uma
avnioocie dos resultados obtdos.
slume de solucdo micial for mantido em tomo de 250mi ¢ o numere de

cenos g Choorol vartava com aconcentragio conforme pre-determinado nos cnsaos
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Tabela 4.6 Efeito do pH no fracionamento por espuma com uma coluna de

100cm
Ensaio Concentraciode pH Adicdo de Glicerol |
Quilaia (mg/L) {gotas)
Cl 10 -
C2 10 6
€3 800 4,0 :
C4 4,0 6
C5 10 s - |
C6 i0 \ 4
C7 400 4,0 \ -
C8 40 4
C9 200 3,0 :
C10 3,0 3
C11 3,0 -
Cl2 800 3,0 6
i C13 3.0 -
Cl4 400 3.0 3
Cis 3,0 -
Cié 160 3,0 2

A soluglo St apos adigdo de NaOH, para reduclo do pH, adquiriu coloragio

verde

Os bnsatos C1 ¢ C2, ndependente da adiglio de glicerol, produziram uma

espuma com alto teor de Haguido.

(3 Ensaio O3 sustentou 6 horas de fracionamento e o C4, 5 horas. No Ensalo
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('3 u espuma quebrou ainda Gmida dentro da coluna e sobrou bastante espuma acima

da ¢ Mo Ensaio C4 sobrou pouca espuma acima da Sr no final do fracionamento.

7% ensatos de C1 — C6 apresentaram a (ltima fragdo de espuma seca mas apos
o colanso a espuma ficou aderida ao coletor, dando a falsa impressdo de um coletor

fimrido. sem espumado. As fracdes de espuma dos Ensaios C2 e C4, apos a diluigdo

smado em acetonitrila para injegdo em HPLC, apresentaram turvagdo ou

ado em forma de floco.

Acredita-se que em pH 10 a presenca de fons OH na solugdo, que sd3o
favoraveis a formacfio de ligacBes peptidicas segundo Berkman e Egloff (1934),
levern o formacdo de interferentes ou interferentes sdo arrastados com a espuma,

proporcionando a aderéneia do espumado ao coletor de vidro.

~Nos Ensaios C9 e C10 a operagio de fracionamento durou 1 h 30 min. Na
concentracdo, 200 mg/L, a solugio com glicerol apresentou uma espuma seca ¢ bem
drenada, ¢ menor quantidade de espuma foi recolhida em relagiio a soluglo sem

olicernd

(3s Ensatos C11 e CI2 forneceram uma espuma amida, sem ocorréncia
sienificativa da drenagem.

O Unsatos C13 e Cl4 necessitaram de mais de 24 horas para colapso da
espuima que apos colapsada, apresentaram fungos

) ensaio realizados com Si=100mg/mL sem adicfo de glicerol ndo pode ser

lewdo. porgue a espuma arrebentou na coluna de fracionamento.

A variacdo do pH da solucdo inicial € mais significativa a baixas concentracdo

dests solugdo. Com a reducdo do pH e da concentracio obteve-se espumas mais

wdas o secas. Acredita-se que seja devido a presenca de grupos ionizavels que

sodernim sooassociar com o glicerol através de ligagdes intermoleculares, como

Lo hidrogémo. sendo estas ligacdes fortemente influenciada pelo pH do meio.

sdicio do ghicerol levou o formaclio de espumas extremamente secas.
ceerondo o wvolume final de espumado devide a aderéncia da espuma ao coletor.
sodde or removido a sapomma da superficie das bothas diminuindo a

Ddinde doosistema O wempe de ocolapso aumentou em aleans ensatos,

sondo o flormacdo de pontos pretos (fungos) ou turvagdo © precipitacdo com
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adicdo de acetonitrila na espuma colapsada. Por isso descartou-se o uso de glicerol
nos ensaios subsequentes, utilizando-se como alternativa para produgdo de espumas
secas ¢ bem drenadas o aumento da altura da coluna de fracionamento (Santana, 1995
e Miguel, 1996).

Yersio III- Tube de 175 em

Aumentou-se a altura da coluna de vidro para expidrar mais a operagio de
fracionamento, ja que os resultados iniciais recomendaram trabalhar com solugdes
mais diluidas (abaixo da CMC) e com espumas bem drenadas mantendo-se uma vazio
amena de gas de arraste. Aumentando-se a coluna de liquido e com uma adequagio da
vazdo de gas, aumenta-se o tempo de residéncia das bolhas na coluna sem que a
drenagem rompa a espuma (Miguel, 1996) com a vantagem de se evitar o uso de

aditivos que produzem uma espuma Gmida ou seca com a presenca de interferentes.

Avaliacdo do velume de Si

Observou-se um declimo da massa de liquido arrastada pela espuma com o
tempo. As fragOes intermedidrias de espuma tinham massa semelhante, repetindo-se o
efeito citado descrito por Miguel (1987} na revisdo da literatura. Quanto maior a
altura de S1 maior a quantidade de massa de espuma tmida recolhida. Com a reducio
do volume da solug@o inicial recolhia-se uma quantidade menor ¢ mais drenada de
espuma, mas sobrava muita espuma aderida a parede da coluna sendo necessario
raspar 2 parede interna da coluna para coleta-la. A massa total das fragGes de espuma

de cada ensaio ¢ apresentada na Tabela 4.7
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‘Tabela 4.7 Ensaios realizados com tubo de 175 cm para avaliacio da influéncia

do voelume inlcal de Si.

Concentracio de Si= 400mg/L ]
- Ensaio Volume de Si Massa total das fracdes de espuma
{ | coletada
’ i | 750 ; 64.77
"""" D2 | 500 | 34,71 n
a 03 380 2558
% D4 300 | 16,63

e Variacfio da altura da coluna de espuma

{35 ensaios sdo detathados na Tabela 4.8

Tabeia 4.8 Variacfio da altura da coluna de fracionamento, solucio de 400mg/L

apil 3.0

Ensaio - Altura da coluna de fracionamento | Massa de espuma
. cm
Fl 175 10,85
E2 A 135 14.40
N ] 1 N

-
ki

Para o pH 2.0 for observado que quanto maior a altura da coluna menor a
massa de espuma coletada. Com uma coluna de altura mator houve necessidade se
caspur o parede da coluna para recother a espuma adenda ¢ com uma altura menor de

colung oo rconamento a espuma flicou presa apenas no coletor

Giseade nos nsatos preliminares para os ensatos defimuvos aleumas medidas

ATEE RS LTI IE RS
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o A coluna da Versdo Il e 111 era dotada de juntas esmerithadas que poderiam estar
criando zonas de restricdes ao escoamento ocorrendo o aumento da drenagem ¢
rompimento da espuma nesta area. Elas foram substituidas por juntas de PVC, de

maneira a se manter o mesmo didmetro interno ao longo da coluna.

e (s ensaios definitivos foram realizados antes, apés € na CMC e a trés pHs. Como
foi verificado que a pH 3.0 e concentragdo de Si acima da CMC, uma maior altura
da coluna de bolhas favorece a recuperagdo de tensoativos. Sera utilizado uma
grande altura de Si para garantir a concentragdo na superficie da bolhas dos
tensoativos presentes em Si e diminuir a altura da coluna de espuma reduzindo os
efeitos de ruptura das bolhas, sendo usada uma vazdo um pouco mator que nos

ensaios preliminares para permitir que ocorra a drenagem e a coleta da espuma.

o Pela metodologia de peso seco que sera adotada para quantificar a espuma, que
exige uma grande massa de espuma, ndo foi possivel trabalhar com frages de
espuma € sim com a mistura de todas as fragdes de espuma (espumado), isto ¢,

ndo se procedeu a um fracionamento em coluna, mas a uma separagio da espuma.
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4.2.2 SOLULCAQD AQUOSA BE QUILAIA EM pH 3.0

(s primeiros ensaios com a versdo definitiva da coluna de espuma visavam
determinar a minima concentragdo de extrato de quilaia que produzia uma espuma
remes ol assim como a menor altura de coluna de liquido que permitia realizar o

fracionumento por €SpuIma.

“sses ensaios exploratdrios indicaram que a menor concentragiio de extrato na
Solucio Injcial (Si) factivel era 80mg/L para uma altura de coluna de liquiido entre 152-
15¢ om.. Abaixo dessa concentragio nio havia formagdio de uma espuma estavel que
pudesse ser coletada . Embora todos os ensaios realizados com a Versdo If e I fossem
feitos com uma vazdo de nitrogénio de 13,60 ml/min, preferiu-se aumenta-la para
22 60 mb/min, por ser a vazio utilizada no final do processo, a0 empurrar a espuma

residual final da coluna, sem colapsar .

As concentracdes da Solugdo Inmicial usadas foram 80 myl, 200mg/l e
800m/ 1. que correspondem, respectivamente a um valor abaixo da CMC, na regifio da

CMC 2 acima da CMC, para o pH 3,0

(3s ensaios sdo apresentados listando-se as varidveis operacionais: a
conceniragao de Si, pH de Si. altura de coluna de liquido e vazde de nitrogénio.

Tambem se apresenta a CMC do extrato de quilaia no pH do ensaio apresentada em 4.1,

Easaio |

Si= 80mg/l  pH3,0 CMC =198 mg/L

Alturz de Si- 154 cm Vazdo de Ny - 22,60 mLimin |

o necessario reatizar dois fracionamentos nas mesmas condigdes, denominadas
do b marn coletar material suficiente para as analises. O espumado foi recoilido no

3

ooner A Tahbela -9 apresenta as quantidades envolvidas. O pH da espuma
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-

Tabela 4.9 Dados do Fracionamento do Ensaio 1

Operacio Tempeo de | Volume de Si| Volume de Sr | Massa Total
Fracionamento (mL) (mL) de Espuma
Horas (g)
Fracionamento A}  th45 min 953,47 931,81 16,37

Fracionamento B| 1k 50min 953.47 904,72 24.76

Apesar de se ter tentado reproduzir exatamente as mesmas condigbes de
operagdo, observa-se que a massa de espuma coletada no Fracionamento B foi 50%

superior a do Fracionamento A.
e Monitoriamento pela massa seca

O peso seco final, das amostras evaporadas, neste ensaio, foi determinado em
estufa 4 vacuo a 60° C durante 12h. O produto final de evaporagio em banho-maria, das
solugdes Se e St tinham uma cor verde musgo, enquante Si apresentou coloragdo

amarelada.

Os valores de massa seca encontrados ¢ as concentrages de Si1, Sr ¢ Se
calculados a partir dos dados da Tabela 4.9 estdo na Tabela 4.10. A espuma apresentou
35,7 mg de

Uma analise dos valores da Tabela 4. 10 ndica que a determinago do peso seco
nio deve ter sido bem conduzida pois ha uma discrepancia entre a massa calculada da
Solucdo Inicial (182.20mg) ¢ a soma das massas das fra¢des resultantes (157 mg). Essa
conclusdo ¢ reforgada pelo fato de se ter consumido apenas 152,56 mg do extrato seco
de quilmia na confecgdo do volume (1907 mbL} de Soluglio Inicial e indica que a
determinacdo do peso seco da Solucdo Inicial ndo for completa. Essas diferencas

resultam do fato de se trabaihar com solucdes muito diluidas de maternial higroscopio.
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Tabela 4.10 Massas e concentracdes em sélidos secos do Ensaio 1 (AeB)

Sgluecio Massa seca (mg) ; Concentracio (mg/1.) 3

inicial (A+B) 182,20 95.10 é
Residuo A | 58.90 | 63.20 3:

"""" 7 Residuo B 62.40 69.00 B
Sipumado(A+B) 35,70 | 868,00 [

“ina analise dos valores da Tabela 4.10 indica que a determinagdo do peso seco
nao deve ter sido bem conduzida pois hd uma discrepancia entre a massa calculada da
Ao Imicial (182.20mg) e a soma das massas das fragdes resultantes (157 mg). Essa
conciuside ¢ reforcada pelo fato de se ter consumido apenas 152,56 mg do extrato seco
de quilawa na confecgio do volume (1907 mb) de Solug@o Inicial ¢ indica que a
determimagdo do peso seco da Solugdo Inicial nio foi completa. Essas diferencas

resuliam do fato de se trabalhar com solugdes muito diluidas de material higroscopio.

(35 dados da Tabela 4.9 indicam que houve uma reducio de volumes da ordem
de 46 entre a solugdo inicial € o espumade. O resultado mais importante diz respeito a
puriticagio. ¢ pode ser extraido da Tabela 4.9, Considerando como referéncia a massa
seca total proveniente das fragbes (157 mg) e que o residuo ndo apresenfou mais
atividade espumante. conclui-se que 121,30 mg de componentes sem atividade de
superiicic foram separados da mesma. O espumado isolou 357 de Ccompostos
tensoalivos que ceramente incluem a pequena quantidade de proteina presente e que
podum ter amastados outros componentes O espumado retirou 23% dos sélidos do
extrito. <ondo gue esse valor € proximo do contetdo estimado de saponinas existentes

no oo Lsse ¢ mais um indice da eficiéneia do processo.

Enymouccimento por massa seca

crcueho (2 5 do Capiile 3

B s o THRCEY S SHMIY Y s = 11,85
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O aumento na concentracdo de tensoativos na espuma em relacfo a concentragio
inicial de qutlaia foi de cerca de 10 vezes para o fracionamento com espuma da solugdo

aquosa de quilaia com concentracio inicial de 80 mg/L e pH 3.0.

Ensaio 2

Si= 80mg/l pH3,0 CMC =198 mg/L

Altura de Si: 152,80 cm Vazao de N; : 22,60 mL/min

O Ensaio 2, que repetiu as condigdes do Ensaio 1, apresentou um
espumado com baixa quantidade de liquido sendo a dltima fragfo de espuma era seca e
bem drenada. Os resultados sdo apresentados na Tabela 4.11. Observa-se que o volume

de espumado foi proximo ao obtido no Ensaio 1B.

As fragdes de espuma colapsada tiveram seu pH aferido com pHmetro quando
possivel. No caso de fragdes de espuma de volume muito pequeno, o pH foi lido com

papel tornassol. Os resultados encontram-se na Tabela 4.12.

Tabela 4.11 Dados do fracionamento do Ensaio 2

Tempo de Volume de Si { Volume de Sr|{ Massa Total
fracionamento (mL) (mL) de Espuma
{Horas) (8

2 947 .6 922 .80 29,79
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Tabela 4.12 pH das solucdes do Ensaio 2

‘ Solugio pi i
Residuo 3,06 (
intcial 3,00 ﬁ
;: - Espumado 2,90

s “ipnizeramento pela tensdo superficial

Para a determinacdo da tensdo superficial foram utilizadas cubetas pequenas de
4 10 om didgmetro e 2,80 ¢m de altura, com um volume de 15ml.de solugfio. Os valores

ohtides esifo na Tabela 4,13,

(s dados confirmam o esgotamento da solugdo residual final, pois sua tensdo
superiicial esta proxima a da agua desionizada. Acredita-se gue o uso de uma alta vazio
de mrogénioe no final do fractonamento para expulsar a espuma acima da solugdio
restdual permitiu a coleta de Sroisento de espuma e fornecendo um alto valor para a

tensae superticial,

Pahelz 413 Tensdo Superficial do Residuo. da Soluciio inicial, e do Espumado,

Ensaio 2

] P £ an - > b
mSolucio Tensao superficial !
{mM/m) j
| teiclo 2ciclo | Meédia |
i f
Soua destonizada | 73.77 é 73,77
= o ) % 2
Si L4379 D 42000 1 4299
|
St . 736 7351 L7334

TG 41.08 ; 1080 o A0
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A tensido superficial da espuma também estd proxima a da solugdo inicial, mas
na regido assintética, junto a CMC, o que significa que pode haver considerdvel

variacdo de concentragdo.

Assumindo-se como referéncia de concentracdo, o valor de 868 mg/L. obtido no
Ensaio 1 levantou-se uma curva de tensdo superficial vs logaritimo da concentracdo da

espuma.

As leituras nas diferentes concentragdes foram obtidas por diluigdes sucessivas
conforme explicitado na Secfio 3.2.5.4. Os resuitados obtidos estdo na Tabela 4.14 e na

Figura 4.5

O espumado precisou ser diluido mais que 11 vezes para ter uma tensfo proxima

a da agua (73,77 mN/m) e do residuo

Em relagfo a solugio Si o espumado precisou ser diluido 4 vezes para chegar a
tensdo superficial da solugfio inicial, o que significa que os tensoativos estdo 4 vezes
mais concentrados na espuma do que na alimentacfio. Esse resultado mostra uma
concorddncia satisfatoria com a relagfo obtida através do peso seco, que indicava que

23% da massa seca Inicial tinha sido transterida para a espuma.

A Figura 4.6 faz uma comparagio das curvas da tensfo superficial vs logaritimo
da concentragio entre o extrato de Quilaia (Figura 4.1) e o espumado (Figura 4.5). Para

facilitar a comparac¢do, a concentracio do espumado da Tabela 4.14 foi dividida por 4.

Caso as duas curvas fossem coincidentes, poder-se-ia se concluir que todos os
tensoativos (cerca de 25% do extrato original} haviam sido removidos pela espuma e
que além disso, os outros solutos ndo exerceriam influéncia  sobre essa tensdo

superficial.

A concorddncia entre as duas curvas € notavel e constitui outro indicio de uma
eficiente separagdo. Os desvios apresentados, sobretudo os na regido mais diluida,
certamente podem ser atribuidos ao efeito dos outros solutos presentes no extrato

origmal.

A relaglio obtida entre a tensdo superficial ¢ a massa seca ndo se repetiu com oS
valores obtidos para a CMC

A CMC do espumadeo for de 9133 mye L (Figura 4.5), enguanto gque a da

soluc@o micial era de 198 me/L (Fgura 415 Se os solutos com atividade tensoativas
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correspondessem a 25% dessa concentragdo, ter-se-ia uma CMC do espumado de 49,50
mg 'L, isto ¢ quase metade do valor encontrado. Conclui-se portanto, que uma pequena

quantidade inerte pode ter sido arrastado pela espuma.

[ preciso considerar entretanto que a determinaco da CMC ¢ fortemente
influencinda pela methor reta tracada que por sua vez é fortemente influenciada pela
precisio dos dados obtidos que estdo diretamente relacionados com o grau de

puriticacio ¢ a agregacdo das moléculas tensoativas presentes no espumado e no extrato

de quiimia.

Tabela 4.14 VariacAo da tensio superficial do espumado com a diluicio

{Fnsaio 2)

. {'oncentracio Tensdo Superficial (mN/m)

C (mg

ciclo | 2°ciclo Média

| {

368.0 40,74 E 3071 1073

431.0 41,18 [ 40,51 40,85

| 2155 41,79 4 41,31 41,55
(077 ? 1147 ! 40.84 4116
53.87 | 43,63 L 43,34 43,49
26,94 46,75 i - 46.75

1347 48.52 - 48,52

”””””” 6.730 51.67 \ o 51.67

IR 60.74 _ 60,74

""""" AR 65.93 65.95 65,94
0 7047 7047
A3 72.96 72.40 72.68
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Espumado
Si=80mg/L
CMC =953 mg/L.

Reta superior
Y =-8.60812 * X + 58,6602
Nitmero de pontos asados = 4

E
1

Reta inferior
Y =-0.928243 * X + 43.6014
Nimero de pontos usados =4
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Figura 4.5 Tensfio superficial vs log da concentracio do espumado do EnsaioZ
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Figura 4.6 Curva da Tensao superficial vs log (U} para o Espumads ¢ para

soluchHes de extrato de Quilaia a pil 3.0
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s Monitoramento pela absorbincia

As saponinas de quilaia apresentam picos de absorbancia entre 205 ¢ 220 nm

uma regidio do UV de baixa especificidade e sujeita a interferéncia de VArios

componenies (Kensil etal. 1991, Behboudi et al. 1995).

3 vaiores de absorbancia foram lidos usando como branco, dgua deionizada ¢
quando a leitura da absorbancia na faixa de interesse, {240-190] nm, era maior que 0.8
ua procedia-se as diluigdes. Estes valores estio plotados nas Figuras 4.7 a 4.11. Nessas
figuras. o absorbdncia e as dreas das solugOes diluidas encontram-se corrigidas pelo
fator de diluicdo. Os valores médios da dreas sob a curva Absorbéncia vs comprimento

de onda. calculados pela Regra do Trapézio, entre 190 e 240nm estdo na Tabela 4.15

40.00 — ‘
: Si =80 mg/L pH 3,0
e 8@
:
3 85i |
i - /T

30.00 - f
)
3 1

- P

% 2000 ;

Z t

2 b ;

] % :

% !
. 3
1000 - 4
%
. *
H AN
LY
b
%‘ e
;oom -
. L. . T e m wm a e m o e o - — -
a.00 . . . D ot D AN p— L S U g
200.66 240,00 280.00 320.00 350.00

comprenanto de onda mm

Fioura 4.7 Curva de absorbéncia das soluches do Ensaio 2
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Tabela 4.15 Areas (Absorbincia vs comprimento de onda) de adsorcio das

solugdes (Ensaiol)

Solugdo Area média

{240-190 nm)

Se 504,80
Si 61,2
Sr 72,10

As curvas de absorbincia do espumado obtidas deixam claro um aumento da
absorbancia em relacio a solugdo inicial na regido de comprimento de onda em torno de

200nm.

Um resultado destoante, entretanto diz respeito a absorbincia da solugdo residual
que apresentou valores maiores do que os da solugdio inicial, e repetiu-se em outros
ensaios. Esse resultado € ainda mais contraditdrio pois se constatou que sem as diluigdes
necessarias para efetuar leituras precisas, a absorbancia da solugdio residual €
definitivamente menor do que a solugdo inicial. Aparentemente, portanto , o processo de

dilui¢do libera interferentes, ou seja dissocia alguns agregados.

Baseado nos resultados encontrados pode-se supor que o residuo concentra
substancias ndo-tensoativas de baixo peso moiecular e com maior afinidade pela dgua.
A diluicdio desta soluglo leva a absorbincias maiores que as da soluclio inmicial e

menores que a do espumado.

Uma razfo entre as areas calculadas para a espuma ¢ solugdo inicial fornece o
valor de 8.25. Esse valor ¢ baixo considerando os resultados obtidos no Ensato 1.
Assumindo que a massa seca extraida no espumado seja somente saponina, {er-se-ia
uma concentracdo de 868 myg/l (ver Tabela 4.10) . Essa mesma massa (35.7 mg),
diluida na solucdo inicial, correspondia a 18,7 mg/L. A razdo entre as absorbancias
deveria ser portanto da ordem de 46. Essa grande diferenca encontrada. ndo ¢ expiicavel
por desvios na suposiglo acima, ¢ provavelmente ¢ devido a nio-linearidade nos sinais
na regido do UV, dado ao alto nivel de ruidos. proximo ao extremo do comprimento de

onda do aparetho {190- 200nm|, ¢ que devertam ser eliminados (Skoog e Leary, 1992
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Os altos valores lidos de absorbidncia na Sr podem estar associados a concentragdo de
impurezas ocasionando um desvio a Lei de Beer, ¢ também influenciados por esses

Tuigdos

Nilo parece ser possivel portanto, obter estimativas quantitativas do grau de
purificagdo por comparacdo dos valores da absorbancia. As curvas de absorbincia
poren: sio uiels para confirmar as tendénctas de concentracfio na regifio em tormno de

200 220

Ensaio3

Si=200mg/l  pH3.0  CMC = 198mg/L

Altura de Si: {Ha = 149.09 cm e Hb = 150,25 ¢m }

Vazdo de N, - 22,60 mL/min

Foram realizados dois fracionamentos com a mesma St (A ¢ B) |, mas coletados

em um mesmo becher. Os volumes obtidos estdo na Tabela 4.16.

Tabela 4.16 Dados do fracionamento do Ensaio 3

Operacie Tempo de VYolume de Si | Yolume de Sr| Massa Total
Fracionamento {mL) {mL) de Espuma
{Horas) (&)
Fracionamento ) 924 64 89302
Eracjonamenio 6,34 931,81 RO6.13

TOTAL 50,51
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Apesar de se coletar uma espuma com uma aparéncia compactada ¢ uniforme
enchendo todo o coletor, a massa da espuma foi semelhante da coletada nos Ensaios | e
2. Observa-se que o tempo de processo foi duas a trés vezes maior do que o do Ensaio 1,
sendo proporcional ao aumento da concentragio de extrato. O pH das solugdes

envolvidas no fracionamento esta apresentado na Tabela 4.17.

Tabela 4.17 pH das soluctes do Ensaio 3

Ensaio 2

Operacio Solucio | pH

l Fracionamento A Residual E 2,80

Fracionamento B ‘ Residual Z 295

Fracionamento (A e B) Inicial ; 3,00 )
Fracionamento (A+B) Espuma i 2,53 j

e Monitoramento pela massa seca

A Tabela 4.18 apresenta os valores da massa seca obtido apds evaporagio, em

Banho Maria e secagem em estufa.

Tabela 4. 18 Massas totais e concentracdes em solidos secos do Ensaio 3 (A e B)

i Solucdes Massa seca (mg) - Concentracdes (mg/L)

'''''' Iiciais | 139 2360

. Residuo | 279 1560 -
Espumado | 973 1926 -

As mesmas dificuldades de analise observadas ne Ensalo | se repetem nesse

Pnsalo 3. O valor encontrado para a massa scea da solucdo micial ¢ muito maror do que
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a massa de quilaia usada (372mg), que por sua vez, ¢ proximo a soma da massa seca do

residue o da espuma (376mg).

* reducdo de volume da alimentacdo para o espumado foi 36,7, mener do que
ne onsate com 80mg/L (Ensaio 1), A porcentagem da massa da solucio inicial
troneferida para a espuma foi 235,8%. Esse valor € proximo ao do Ensaio 1 e do contetudo
estimie oo saponina do extrato. Ndo € possivel concluir se a maior massa de solidos

exirins corresponde a saponinas ou a arraste de solutos sem atividade superficial.

Fariguecimento por massa seca

) aumento na concentracdo de tensoativos na espuma em relagdo a concentracio
imicins e quilaia for de cerca de nove vezes para o fracionamenio com ¢spuma da

solucdo aquosa de quilaia com concentragdo inicial de 200 my/L e pH 3,0
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Ensaio 4

Si= 200mg/1 pH3,0 CMC = 198 mg/L

Altura de S5i; (H=1578 cm ) Vazdo de N» : 22,60 mL/min

Esse ensaio complementa o Ensaio 3, e fo1 usado para avaliar a operagdo em
termos da tensfo superticial ¢ absor¢do. Na Tabela 4.19 tem-se os volumes envolvidos e
na Tabela 4.20, os pHs lidos que se manteve em torno de 3,0. As fragdes de espuma
coletadas eram bastante Umidas indicando arraste de solugdo. No final do fracionamento
constatou-se a presenga de espuma acima da Sr. Observa-se, pela Tabela 4.19, que a
massa de espumado no Ensaio 4 foi cerca de 80% maior do que a do Ensaio 3 de
mesmas condi¢gdes de operagio. O tempo de fracionamento do Ensaio 3A foi 1gual ao
do Ensaio 4. Essas variagdes indicam que o regime de operagdo, com a solugdo inicial a

200mg/L, esta no limite de estabilidade.

Tabela 4.19 Dados do fracionamento do Ensaio 4

Tempo de Volume de Si | Velume de Sr| Massa de Espuma
Fracionamento (mL)} (mL) (g)
{Horas)
4 078.61 932,72 90,95

Tabela 4.20 pH das solucdes do Ensaio 4

Soluciio j pH
"""" Sr o | 3.00
g 3.00

o T XD
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A3 leituras da tensdo superficial foram realizadas em cubetas de 4,5 ¢m didmetro

¢ 2.5 om de altura com um volume de S0mi de solucdo e estio na Tabela 421 A

o1y de lelturas, com diluigHo, estfio na Tabela 4.22 ¢ Figura 4 8.
s valores encontrados para a tensdo superficial das solugdes do Ensaio 3 sdo
procomos uos encontrados para o Ensaiol. Um resultado imediato que se tira da Tabela

4 22 o o a solucdo residual se esgotou em tensoativos, pois sua tensdo superficial se

munsoue proxima a tensdo superficial da agua,
Pubein .21 Tensdo Superficial do Residuo, da Solucgiio inicial e do Espumado,

Ensaio 4
Solugdo Tensdo Superficial ]
(mN/m} }
1 ciclo 2ciclo | Media |
! Agua desié.:ﬁzad-a.. 73,50 o 73,50
Sr 73,04 73.47 73,26
51 42,50 42.34 42,42
Se 39.89 40,00 39,95
| !

vmado precisou ser diluido mats que 12 vezes para ter uma tensio proxima

1o do residuo. Esses valores sdo animadores. Em termos. de CMO entretanto

coann roineoes ndicam gque com uma solugdo inicial proxima a CMC. a eficiéncia de

puetivoete do cotung o menor da que a concentragdes mais baixas.

weutn 4 & ndiea que a MO do espumado ¢ maior que & CMO do extrato de

ety palavras, o espumado, rico emy sapeninas. deve ter arrastado uma

i

Coni PRI 2 OGS,
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Tabela 4,22 Variacdo da tensido superficial do espumado

com a diluicdo (Ensaio 4)

Concentracio Tensdo Superficial
(mg/L) (mN/m)

19 ciclo 2° ciclo Meédia

39,97 39,67 39,88

963.0 40,29 39,76 40,02
4815 40,62 40,08 40,35
240,7 41,59 40,84 41,21
1203 42,91 41,16 42,05
60,19 45,39 44 42 4491
30,09 47,03 46,34 46,68
15,05 48,73 48,62 48,67
7,520 55,80 54,60 55,20
3,760 5943 58,91 59,17
1,880 69,67 ; 68,94 69,30
0,940 71,70 71,36 71,63
0,470 72,64 72,62 72,23
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30.00 .
’%" a Espumado do Ensaie 4
S + & CMC= 265 mg/L

_BGLO 3 Reta superior
'f Y =-6.49361 X + 56.2617
= 4 Nimerg de pontos usados= S
2 n a0 Reta inferior
f o Y =-0.780649 * X + 42.4142
= Nuamero de pontoes usados= 3
45.00
20.00 -

-1.00 0.00 1.00 2.00 3.00 4.00
Log (<) ma/l.

Figura 4.8 Tensdo superficial vs log da concentragiio do espumado do Ensaio 4

= ionioramento pela absorbincia

S e
SRy R

irvas de absorbdncia obtidas com os produtos do Ensaio 4 lidas apos

o

cstdo na Figura 4.9, Os valores das areas calculadas entre 190-240 am estdio na

4,23 ¢ como no knsaio 2, observa-se que o aumento de absorbdncia ndo condiz
com cetimativas de enrguecimento da concentragdo de saponinas. Da mesma maneira
gue mos cnsatos com 80 medl. a absorgdo da solugdo residual foi maior do que a da

i umbora, no produto ndo diluido aconteceu o contrario

seline i
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120.00 e

80.00

ebsorbéncia {us)

4000

0.00 -

1 Si= 200 mg/L pH 3.0 — Sr|
»»»»»» 5
e +_ Se
1l
i
|
200.00 240.00 280.00 320.00 380.00
comprimento de onda {am}

Figura 4. 9 Curva de absorbancia das selucdes do Ensaied

Tabela 4.23 Areas (Absorbaneia vs comprimento de onda) de adsorcio

das solucdes do Ensaio 4

E Soluc@io Area (média)
ll (240-190 nm}
é Se ! 1010
| Si 1[ 199 ]

Sr |

6212
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Ensaio 5

Si= §00me/L pH3.0 CMC = 198mg/L

Aldtara de Si; {H = 152,58 ¢y Vazdo de N» - 22,60 mL/min

“uiorealizado apenas um fracionamento que forneceu material suficiente para

todns .- nalises, recolhidos em becheres diferentes.

Pare esta concentragdo acima da CMC uma grande quantidade de liquido ¢
arrasiada junto com a espuma recolhida, diminuindo a eficiéneia do processo de

concentragde ¢ purificagdo,

# Tabela 4.24 apresenta os dados do fracionamento ¢ os pHs obtidos estdo na
Tabela £ .23 Us valores da Tabela 4.24 indicam um grande tempo de operagio com uma
enorme producio de espumado recolhidos em becheres diferentes. Os valores da Tabela
420 apresentaram a menor variacdo de pH entre as solugdes de todas as concentragOes

de Si estudadas para o pH 3,0,

Tabela 4.24 Dados do fracionamento do Ensaio 5

i Tempode Volume de Si§ Volume de Sr ] Massa Total

fragcionamento

i (mL) (mL} de Espuma
{Horas) ~

' (g)

;

' 3,53

7 947 60 431,01 42
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Tabela 4.25 pH das solucdes do Ensaio 5

Selucio pH
Sr 3,01
Se 3.0
Si 2,96

¢« Monitoramento pela Massa Seca

O espumado evaporado foi a combinacio de todas as fragdes de espuma.

Durante a evaporacdo em Banho-Mana, as solugfes apresentaram um aspecto de
emulsdo oleo em agua e coloragio bem amarelada. O espumado continha acimulos de
formas enoveladas com aparéncia de grios, durante a evaporagio. As irés fases
apresentaram grande quantidade de residuo preto no final da evapora¢io em Banho

Maria.

As massas secas obtidas, assim como as concentragbes nas diferentes fracdes

estdo na Tabela 426

Tabela 4.26 Massas totais ¢ concentracdes em solides secos do Ensaio 3

Soluches ¥assa seca (mg) . Concentracdes (mg/L)
[nicial 7258 756
Residuo 2299 533
Fspumado j 3994 943

Ao contrario dos bnsatos | ¢ 3 o valor obtido na evaporagdo da solugdo miciul
for muito proximoe da massa de guilaia uttlizada (758 myg), havendo uma diferenca

consideravel entre o massa seca da alimentacdo ¢ a soma das massas no residuo ¢ no
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cspumado. Este fato pode ser explicado pela perda do material na coluna, conforme

balango final (Tabela 4.24).

-sses dados deixam claro que a eficiéneia na extragdio de tensoativos no Ensaio
5 ¢ muito baixa, ou mesmo inexistente, pois o grande volume de espuma produzido
deve ier arrastado a solugdo inicial com a presenga de micela, sem um efeito de
envigueoimento. Confirma-se que o uso de coluna de fracionamento com solucbes de

conpcantragbes acima da CMC ndo é aconselhdvel (Rubin e Garden, 1962).

ecimento por massa seca, Ems

Emsfar = 1,18

» Slositoriamento pela Tensdo Superficial

As medidas da tens3o superficial foram tomadas em cubetas de 6.65 em de

didmutro e 3.75 de altura com 50 ml de solugiio. Os valores obtidos estio na Tabela 4.27

Tabeis 2.27 Tensiio Superficial do Residuo, Seluciio Inicial ¢ fracdes de espuma,

Ensaio 3

Solucio ; Tensdo Superficial E
! |
(mN/m)
L E
f I ciclo Zeclo | Média ’
'''''' agua destonizada ﬁ 73,57 - 73,57
Si 40 69 i 40.21 4045 |
Sr 654 (8 65 01 54,54

Se 30,40 P390 3u.47
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-

A solugdo residual tem uma tensdo superficial inferior porém proxima a da agua

pura, indicando que ndo foi esgotada dos tensoativos.

As diluigdes do espumado ofereceram tensdes superficiais que estdo na Tabela
428 e plotadas na Figura 4.10. Para construcio da curva da tensdo superficial do
espumado vs concentragdo da espuma e calculo da CMC foram utilizados os valores
médios da tensfo superficial o perfil da curva obtida se aproxima bastante das curvas
classicas deste tipo. O valor da CMC obtido se aproxima da solugfo original de quilaia,
confirmando a batxa capacidade de enriquecimento do sistema, a concentragdes acima

da CMC.
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Tuabela 4,28 Variacdo da Tensio Superficial do Espumado com a diluicdo

{Ensaio 5}

{ ‘oncentracio

Tensdo Superficial

(mg/L) (mN/m)

1° ciclo 2% ciclo Média
943,1 39,16 39,67 39,415
4715 40 43 40 41 | 4042
235.7 40,08 40,15 TRV
1179 41,23 41,06 | 41,14
58.94 43,46 4339 4342
29,47 46,63 46,53 | 46,59
14,73 47.70 | 4819 | 47,94
7.370 50.29 ; 50,53 50.41
3,680 53,34 } 53.23 53.28
840 56,03 i 56.71 56,37
0,920 59,73 i 59.60 59,66
""" 0,460 61,27 ; 61,37 61,32
5,230 6421 E 67.55 65.88
Ry 69,49 g 70.74 70,11
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80.00 —————— : —————

! Ensaio 8

7000 - - S5 =800mg/A. pH3O

?
| CMC= 121,27 mg/L

60.00 | N
\\ Reta superior

; ~ Y = -8.55884 * X + 585025 |
\ Namere de pontos usados =9 |

Tensdo superficial mN/m

f
|
s
i
|
!
]
[
|

40.00 _f Reta inferior ——— |
Y = 116275 * X + 43.0919 ¢ i
| Nomero de pontos usados =3 ;

30.00 o — 1 L

H H ! i
-1.060 0400 1.00 2.00 3.0¢

Log{C) mgf.
Figura 4.10 Tensao superficial vs log (C) do Ensaio §

¢ Monitoramento pela absorbincia

Foram obtidos as curvas de absorbincia para cada fragdo de espuma, mas todas

apresentaram o mesmo comportamento que ¢ igual ao da combinagio do espumado.

As curvas de absorbincia da Soluglio Inicial ¢ do espumado (lidos apds a
dilui¢do) estdo tragados na Figura 4.1]. A absorbancia do espumado ¢ menor do que a
da solugdo Inicial, confirmando que o processo de separagdo por espuma a
concentragdes acima da CMC nfo ¢ eficiente e confirmando também que o uso da
absorbincia para monitorar o processo ndo ¢ confidvel devido a presenga de

interferentes,
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Figura 4.11 Curva de absorbincia de Si e Se do Ensaio 5

4.7 180

3 S0LUCAQ AQUOSA DE QUILAIA EM pH 5.0

Ensaio 6 g
Si=80mg/L pH 50 CMC = 34Tmg/L i
Altura de St (Ha= 152,30 ¢cm Hb= 133 cm

Vazio de N» = 22,60 mL/mimn

watizados dors fracionamentos nas mesmas condigdes ¢

¢ denominados A
ol -1 29 apresenta as quantidades envolvidas.

355
it

o guebrou amda Gmida na coluna ¢ demorou muito para colapsar apos o

L on distribuicdo de holhas ao lonee da coluna de bolhas, mas 1

s i hingl
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ks

do fracionamento, observou-se a deposicio de sélidos sobre a placa de distribuicio de

bolhas que ndo puderam ser identificados.

Tabela 4. 29 Dados do Fracionamento do Ensaio 6

Operacio Tempo de Volume de Si | Volume de Sr Massa Total
Fracionamento de Espuma
Horas {mL) {mi) (g)
Fracionamento A 1. 30 945,74 930 34,89
Fracionamento B 1.15 948,84 . 917,83 34,56

Diferentemente do Ensalo 1, feito a mesma concentragio de Si mas em pH 3,0, houve

boa reprodutibilidade nos dois fracionamentos realizados nas mesmas condigdes de

operacio.

+ Monitoramento pela massa seca

A Tabela 4.30 apresenta os valores da massa seca obtidos apds evaporagfio em

Banho Marna e secagem em estufa 4 vacuo. Durante a evaporaco observou-se uma

grande formacdo de novelos nas solugdes como aconteceu com o fracionamento a pH

3,0. Ndo houve formagio da coloragdo verde musgo entretanto, € o produto ficou

aderido as capsulas de vidro. As capsulas apresentaram uma coloragdo caramelo claro

com ramificacOes transparentes presas ao vidro. Apos a secagem em estufa a vacuo as

amostras apresenfaram um tom castanho, mas amnda foi possivel visualizar os novelos e

a presenca de pigmentos verdes, principalmente em Sr.
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Tabela 4.30 Massas totais e concentracdes em sélidos secos do Ensaio 6 (A e B)

Solucdo J massa seca (mg) | Concentracfio mg/L
Inicial i 147.0 g 77,50 |
i Residuo A ‘ 50,20 l 5400
Residuo B f 51,40 s 56,00
~ Espumado ; 41,10 i 591.7
! ]

’ma analise dos valores da Tabela 4.30 indica que a determinagdo do peso seco
for bem conduzida pois existe pouca diferenca entre a massa calculada da solugio

inicial « 147mg) e a soma das {ragdes resultantes (142,74} e muito proxime dos 151,57

myg do exirate seco de quilaia gasto para confeccdo da solucdo intcial.

o

(2s dados da Tabela 4.29 indicam que houve uma reducic de volumes da ordem
de 27 vezes entre a solugdo inicial € o espumado. Em relacfio a purificacdo, 101,62 mg
de componentes sem atividade de superticie foram separados do espumado. O

espumado retirou 28,75% dos solidos do extrato sendo esse valor préoximeo ao conteudo

gstimado de saponinas existentes no processo.

s Inriguecimento por Massa Seca

2

pam

Fms ia o 7,40

€5 auwmente da concentragdo  de  tensoalivos na espuma em relacdo a
concuniueae micial fo1 menor que o obtido para o fracionamento com espuma da

sodurng

soioss de quiiaia com a mesma concentracdo ¢ pH 3.0 (Ensaiol).
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fnsaio 7

Si=80mg/l pH 5,0 CMC=347 mg/L

Altura de S1=153.2 Vazio de N, = 22,60 ml/min

Os dados do processo se encontram na Tabela 4.31. A espuma recolhida era
mais amida que a do Ensaiol . O tempo de colapso da espuma foi menor, sendo inferior
4 24 horas. Os pHs lidos estdo na Tabela 4.32 e observa-se que existe uma diferenga

significativa entre o pH de Si (5,0).¢ de Se e de Sr.

Tabela 4. 31 Dados do Fracionamento do Ensaio 7

Tempo de Volume de Si| Volume de Sr { Massa Total
Fracionamento (mL) (mL) de Espuma
Horas (2)

1: 40 950,08 930,24 29,50

Tabela 4.32 pH das solucdes do Ensaio 7

Solucio ] pH
Sr & 6,02
S 5,00
Se 3,52

» Monitoramento pela tensao superficial

Foram usadas cubetas pequenas de 4,40 ecm didmetro ¢ 2,80 altura , com 20 mi

de solugio para lertura da tensdo superficial.




()s resultados apresentados na Tabela 4.33 comprovam que a solugdo residual

nio eats espotada em tensoativos.

Cos

“omparando-se a Tabela 4.33 ¢ 4.34 verificamos que o espumado precisou ser
dituiddn cerca de 7 a 10 vezes para ter uma tensdo superficial proxima de 3r, quatro
veres para aleancar a tensdo superficial de Si ¢ mais que 1] vezes para possuir uma

tensio superticial igual a da agua desionizada (73,35 mN/m).

i-ste resultando concorda com os valores obtidos por peso seco, que indicaram
que 28" da massa seca inicial tinha sido transferida pela espuma ou seja que em
relacio o Si 05 tensoativos estio 4 vezes mais concentradoes na espuma do que na
soluciio inicial. Este resultado € semelhante ao encontrado, para a mesma concentragio

de 5i. mas a pH 3,0, {(Ensaio 2}

Nio foi possivel relacionar e a tensdo superficial ¢ massa seca com a CMC do
espumado pois a diluigdo do espumado ndo alcangou o patamar da CMC como pode ser

contirmado na Figura 4. 12

Ensaio 7
Solucdo i Tensido Superficiali  (mN/m)
! 1 cielo 2 cicio Meédia [
Agua dcsicmzada% 73,50 ] - j 73,50 1
i
St ’ 55,61 55,79 55,70
“ Si I 48,49 4840 | 4864
S — s | ww | ®e
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Tabela 4.34 Variacio da tensido superficial do espumade com a diluicio

(Ensaio 7}
Concentraciio Tensdo Superficial
(mg/L) (mN/m)
’—- 1 ciclo 2° ciclo Média
591.8 | 38,95 39,92 39,94
2959 4258 41,09 41,84
1479 42 .66 42 64 42,65
73,97 44 .63 44 43 4453
36,99 4981 48 47 4514
18,49 52,10 51,77 51,94
9,250 5343 53,75 53,59
4,620 55,78 55,77 55,78
2310 60,51 58,91 59,71
1,160 63,78 63,07 63,43
E 0,580 66,44 67,97 67,20
0,290 72,46 74,02 73,24

125
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Si=80mg/l.  pH S0

: Espemado do Ensaie 7

70.09 - L o -
80.00 -
< 50.00
4{}(}@ ...... i E

-1.00 0.00 1.00 2.00 3.00
tog (Cymgd.

-

Figura 4.12 Tensfo superficial vs log da concentrac¢iio do espumado do Ensaio 7
e Monitoramento pela absorbincia

As curvas de absorbdncia sdo apresentadas nas Figura 4.13 ¢ foram levantadas
com npun deionizada e pH 5.0 como referéncia. Semelhantemente ao que foi constatado
no pit 20, neste ensalo, a absorbancia do solugfio residual € maior do que a solugdo

micial Mas contrariamente ao constatado a pH 3,0 apds a diluicio a absorbincia da

solucio micial ¢ malor que da solugdo residual. O enriquecimento do espumado na

regiio de 2HUnm encobre a pronunciada intlex@o presente na solugdo inicial ¢ residual

~

enire C24-218nm. Os valores das areas caleuladas entre 190-240 nm estiio na Tabela

Lo
<+ a7

Lo oy resultados de tensdo superficial ¢ do peso seco conclui-se que a solucgio
Joosiee oom pH 50 fornece um espumado menos rico em tensoativos © com um

cnrbpuosimente mener do que o obtido @ mesma concentragdo a ph 3.0
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Se
30.00 -~ - Si
- 3
20.00
£
10.0¢ -
0.00 - e T e
| r ' ? I ‘
200.00 240.00 280.00 320.00 360.00

comprimento Je onda (nmi )

Figura 4.13 Curva de absorbancia das solu¢des do Ensaio 7

Tabela 4.35 Areas (Absorbéncia vs comprimento de onda) de absorciio das solucdes

do Ensaio 7
Solucio Area o
190-240
Se 305,75
Si 72,05
St | 66,70
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Ensaio 8

Si=350mgd  pH 5,0 CMC=347 me/L

Allurade 51=152 4 em Vazdo de N, = 22,60 mL/min

Fot realizado um fracionamento, a espuma fol coletada em becheres diferentes.

na colelada era bastante umida. Os dados do ensaio 8 se encontram na Tabela

Tabela 4.36 Dados do Fracionamento do Lnsaio 8

Tempo de Volume de St {Volume de Sr{Massa Total de
Fracionamento (mL) (mL) Espuma
Horas {g)
3,40 94512 682,17 226,04

¢« Sipnitgramento pela massa seca

Durante g evaporagdo das solugdes nfo houve a formacdo de novelos nas
solucovs evaporadas. No final da evaporagdo observou-se a presenga de escamas
aduriins o vidros As capsulas apés secagem em estufa 4 vacuo apresentaram coloragio

Lipvranss iy a3l G0 aguear.

s alores otars de massa seca encontrados ¢ as congentracdes de St Se e Sr

cuicnoes @oparir dos dados da Tabela 4.36 encontram-se na Tabela 4 37
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Tabela 4.37 Massas totais ¢ concentracdes em solidos secos do Ensaio 8

Solucdo Massa seca (mg) | Concentragoes (mg/L)ﬁ
Inicial 256,38 271,27
Restduo k 170,13 | 249,40
Espumado t 152,55 674,88

L | J

Os valores da Tabela 4.37 indicam que ha uma discrepincia entre a massa
calculada da solugdo inicial (256,38 mg) ¢ a soma das massas das soluges resultantes
(322,68 mg). Assim como em relago a massa consumida para confecgdo do volume de
i fracionado 330,79 mg. Observou-se que na gvaporagdo de solugdes provenientes do
fracionamento de solugdes do extrato e quilaia com concentracdes iguais ou maiores
que 2 CMC, ha a formagdo de uma camada cerosa acima da solugdes evaporadas e que
pode ter interferido na determinagio da massa seca. A precisdo nessas determinagdes

nio melthora com maior tempo na estufa

Os dados da Tabela 4.36 ¢ 4.37 também mostram que 42.27% dos solidos do
extrato foram retirados pelo espumado. A relagio entre estes valores € a massa de
espuma coletada, indicam baixos indices de purificagdo, com arraste da solugao inicial.

O enriquecimento por massa seca foi calculado pela Equagdo 3.3

Enriquecimento por massa seca {(Equacdo 3.3)

Ems= 1,93

() enriquecimento por massa seca apresentou um valor bem menor gque o
encontrado para o mesmo Ensaio a pH 3.0 ¢ para o Fnsaio antes da CMC a pH 3.0
Comprovando o arraste de soluciio liquida pela espuma e a baixa eficiéncia do

Drocesse.
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Ensaic 9

Si= 350 me/L

pil 5,0

CMC= 347 me/l

Altura de Si= 159,10 om Vazio de No= 2260 mi/min

+ erpuma produzida apos 4 horas de fracionamento foi removida da coluna sem

que o

i ocormido a drenagem, a espuma ndo adquiriu a aparéncia seca. Os dados do

processo estdo na Tabela 4.38, Apesar das mesmas condigles de operaclio a massa de

on

phls Lo das so

lugdes, que permaneceram proximos a 5.0,

Tabeia 4.38 Dados do Fracionamente do Ensaio 9

Tempo de

Volume de Si

Volume de 5r

Massa Total de

Fracionamento (mL) (mlL) Hspuma
roras {g)
515 986,68 792.56 149,04

Tabela 4.39 pH das solucoes do Ensaig 8

Solucio pH
S | 5.00 ;
|
Se 4.83
Sr 4 90 ]

for 50% superior a do Ensaio 9. Na Tabela 4.39 encontra-s¢ 0s
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¢ Monitoramento pela Tensdo Superficial

Os dados com as tensdes superficiais das soluges envolvidas no fracionamento
estdo listadas na Tabela 4.40 e indicam um esgotamento da solugdo residual em
tensoativos. A curva de decaimento da espumado com a diluigo encontra-se na Tabela

4.41 eteve seus valores plotados na Figura 4.14

Com os dados do peso seco e da absorbdncia verificou-se que a espuma estava

concentrada em tensoatives mas, pouca purificada em relagdo a soluco inicial.

A analise da Tabela 4.41 e da Figura 4.14 indicam que o espumado ndo alcangou

a regifo assintotica da CMC, néo permitindo sua determinagdo.

Tabela 4.40 Tensdo Superficial das Soiucdes Inicial, Residuo e Espumado

{Ensaio 9)
Solugéo Tensdo Superficial
{mN/m)

1° ciclo 2% ciclo Média

Agua desionizada 73,47 o 73,47
Si 44,14 44 44 44,30

St 72,02 72,25 72,16

Se E 40,30 40,29 40,29




Resuftados e DiscussSes 132

Tabeia 441 Yariagdo da Tensfio Superficial do Espumado com a dilui¢do, Ensaio 9

L opeentracio j Tensfo Superficial
{mg/l) E {mN/m)
j 1° ciclo J 2" ciclo 1' Meédia
2748 i 3945 | 38,53 ; 38.99
i37.4 \ 40,71 39,82 40,27
1687 ? 43 68 42,97 4333
Q436 ) 44 04 4336 43,70
1218 49 87 4991 49 89
21.09 52,94 32,48 52,71
10,54 54,18 52.14 53,16
5.270 57,51 | 55.11 56.31
2.630 5925 58,88 59,07
|
320 | 60,53 60.76 60.65
0,659 % 63,87 63,60 63,74
}.220 6816 | 69.69 68.93
1A% | 71.50 71,53 71.52
00824 L 7448 7420 7434
f |
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8c.00
Espumado do Ensaie §
70.00 ﬁ
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O
£ ] L
= 80.00 E
: =]
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=]]
40.00 — O
a
: i ' |
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log (C) mgdL,

4.00

Figurad.14 Tensdo superficial vs log da concentracio do espumade de

Ensaio 9

O espumado foi diluido 13 vezes para chegar a Ts da agua e cerca de 12 vezes

para chegar a Ts do residuo. O espumado, pela Ts, estd duas vezes mais concentrado

que Si.

» Monitoramento por absorbaneia

As curvas de absorbancias apresentaram comportamento de absor¢iic dentro do

esperado. na seguinte ordem decrescente de absorcdo Se>Si=> St

() calculo da drea se encontra na Tabela 4 472,
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30.00 —
S
----- CH
- ) 5
S0.00
T 4200
2300
s -'\\“
- .
R N,
‘\ 5
R «\‘\\_‘/\
.00 -____,.____.......,.._L_____,___________“___
200.08 240.00 280.00 320.00 360.00

comprimenta de onds nm

iigura 4.15 Curva de absorbincia as soluctes do Ensaio 9

Tabeln 442 Areas (absorbincia vs comprimento de onda) de abserbincia da

solucdes 4o Ensaio 9

o Solucoes Areas
190-240
s 2838 l
 Se 1213
g 24310 ¢

Uima razdo entre as areas calculadas para a espuma ¢ a solucfio inicial

Fopece o valor 2 27 respectivamente,




i)
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Ensaic 10
Si=800mg/l. pHS,0 CMC =347 mg/L
Altura de Si= 152, 40 cm  Vazdo de Ny = 22.60ml./min

Os dados do processo do Ensaio 10 sdo apresentados na Tabela 4.43. A
espuma coletada era rigida e umida. O espumado foi abundante ¢ teve de ser coletado
em varios becheres. O espumado obtido da primeira fragdo de espuma apresentava
coloragdo amarelo palida semelhante a coloragio da solugdo inicial. O valor da massa
da espuma coletada comprovam que uma grande quantidade de solugio foi transferida

com a espuma. Os valores de pHs lidos se encontram na Tabela 4.44.

Tabela 4.43 Dados do Fracionamento do Ensaio 10

Tempo de Volume de Si | Volume de Sr | Massa Total
Fracionamento (mL) (mL) de Espuma
Horas (g)
5,10 min 945,12 395,04 451,77

Tabela 4.44 pH das solucdes do ensaio 10

Amostra pH
Se 5,03
St 5.00
Sr 496

s Monitoramento pela Mussa Seca

A cspuma evaporada for a combinagdo de todas as fragdes de espuma. Durante
a gvaporacdo a solucio da espuma apresentou a formagdo de um grande novelo ¢ a

nresenga de particulados que se sedimentavam, U residuo himal de evaporagao das
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§

solucdes apresentou coloraclo castanha. Ao retirar-se da estufa a vacuoe a coloracio

nas capsulas manteve-se castanha, mas adquiniu uma pelicula cerosa em voita das

= das capsulas com mindsculas goticulas oleosas aderidas 4 parede do vidro. Os

""""""""  imostra Massa seca (mg) } Concentragio (mg/L)
inigial 7500 ] 797.1
Residuo 2111 5344
Cepumado | 4485 $92.8

{'ma anahse dos valores da Tabela 4.45 indicam, como quase todos 0s ensaios
anteriores, que ha uma pequena discrepancia no balango de massa seca.

)¢ dados da Tabela 4.43 e 4.45 ainda indicam que 67,99 de solidos do extrato

foram scparados da solugdo inicial. Com o valor encontrado para o enriquecimento

poT

neso seco. bquacdo 3.3, confirma-se que acima da CMC apesar de se obter uma

gspuma concentrada em solidos, o processe € ineficiente para puriflicagio devido ao

grande arraste de solugdo.

Ciriguscimento por peso seco

4

Loms = had

i

cnnguecimento por peso seco diminui com o aumento da concentragdo
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Ensaio 11
Si =800 mg/L pHS50 CMC=347 mg/L
j AMlura de Si= 156,40 cm  Vazdo de N, = 22,60 mL/ min

Os dados do Ensaio 11 encontram-se na Tabela 4.46 . O comportamento das
solucdes frente a operacdo foi semelhante ao Ensaio 10. A massa do espumado do

Ensaio 10 foi 18% superior ao do Ensaio 11. Os pH s lidos estfio na Tabela 4.47.

Tabela 4.46 Dados do Fracionamento do Ensaio i1

Tempo de Volume de Si | Volume de Sr| Massa Total
Fracionamento (mL) (mL) de Espuma
Horas (g)

5,75 971,17 446,52 381,69

Tabela 4.47 pH das solucdes do ensaio 11

Amostra pH
Sr 5,01
Si 5,00
Se 5,15

e Moniteramento pela Tensdo Saperficial

As medidas de tens@o superficial foram realizadas com um volume de 50 mie
na temperatura de 23 °C, em cubetas de diametro de 6,65 cm e altura de 3,75 ecm. Os
valores obtidos encontram-se na Tabela 4.4 8e verifica-se que a solugdo residual nio
se ehcontra esgotada em tensoativos, Comparando-se com a Tabela 4 49, os valores
obtidos para a diluiclio do espumado. verifica-se que St ¢ Se apresentam praticamente

o mesmo valor de tensdo superficial,
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O espumado precisou ser diluido mais que 9 vezes para alcangar a tensdo
syperticial do residuo e mais de 11 vezes para alcangar a tensiio superficial da agua.

~a Figura 4,16 visualiza-se a CMC do espumado como 340 mg/L. A relagio
entre o MU do extrato de quilaia (347 mg/L) e a do espumado, foi de 0.6 vezes. O
alio valor da CMC do espumado, confirma que o fracionamento arrastou com 0s
tensualivos outros componentes presentes no extrato de quilama. O fracionamento
nestas condicdes, acima da CMC e a pH 5,0, nfio foi seletivo para purificacio dos

solidos 1otais,

Tabelz 4.48 Tensdo Superficial da Solucio Inicial e do Residuo, Ensaio 11

Solugdo Tensao Superficial
mN/m
{ ciclo E- 2 ciclo | Meédia
Agua detonizada 73,41 o i 7341
S ] 68,31 62,04 % 65,18
Se 39,89 38,86 { 39.13
Si 39,63 38,17 ! 39,34
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Tabela 4.49 Variacio da tensio superficial do espumado com a diluicdo (Ensaio

11)

Conecentracio Tensdo Superficial

mg/L mN/m

ﬂ 1° cielo 2° ciclo Média
992.8 \ 39,39 38,86 39,13
496 4 l 39,83 39,30 39,57
2482 43,40 42,38 42,89
124.1 46,06 4728 46,67
62,05 49,78 48,73 4926
31,03 50,70 50,04 50,37
15,51 52,49 51,94 52,22
7,760 54,49 54,14 54,32
3,980 58,52 57,04 57,78
1,940 64,54 64,62 64,58
0,970 69,10 68,53 68,82
0,480 73,01 72,27 72,64
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CMC= 540,04 mg/L
2
70.00 & Reta superior
Y o= 100,58 % X - 68,4256
® Numero de pontes usados = 3
: ®
@
: ®
2 50.00
AD.00 Reta inferior
: Yo=.1.46164 * X + 435104
Nitmero de pontos usados =2
30.00 - :
0.00 1.00 2.00 3.00

compamento de onda nm

Figura 4.16Tensdo superficial vs log do espumado do Ensaio 11

sYigaitoramento pela absorbincia

As absorbancias sdo apresentadas na Figura 4.17. Observa-se que houve um
cequono enriquecimento em sapomimas no espumado, mas a absorbancia da solugic
nenor que a da solucdo residual.
sntorme 34 fon verificado a pH 3.0 | acima da CMC ndo se alcancou o

v e purtficagdo de saponinas atraves do fracionamento por espuma, por iS50

nde s caiculou as areas ¢ o enriguecimento por absorbincia
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3060 -~

20.00

absorbincia { ua)

10.00

000 b o T R e e e

200.00 240.00 280.00 320.00 360.00

comprimenta de onda fom

Figura 4.17 Curva de absorbancia das solucdes do Ensaio 11

4.24 SOLUCAO AQUOSA DE QUILAIA EM pH 7.0

finsaio 12

Si= 80 mg/L pil 7.0 CMC=388mg/L

Altura de Si= 154 40 ¢m Vazdo de Ny= 22,60 mL/ min

Foi reabizado apenas um fracionamento ¢ o espuma foi colctada em frés frascos
diferentes, sendo que 2 wltima fraglio de espuma tinha uma aparéncia seca. Observous-se
alia taxa do drenagem do cspuma na coluna sem chegar a abrir em forma de wia. Houve

puita cspuina residual aomima da sofuciol ne tinal desse ensato. Us dados se encontrani

ma Dabela 430 coos prds Bidos cstllo ne Taboin 430 O cspumado ¢ a mustura Jas s
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frocoes co espuma colapsadas, ¢ observa-se gue o pH do espumado fot bem interior ao

4o micial

Tabela 4.530 Dados do Fracionamento do Ensaio 12

Volume de Volume de Massa Total de
LTI .
- hSi Sr Espuma
|
0 957,52 936 44 2976
j
Tabela 4,51 pH das solucoes do Ensaijo 12
Solucio pid |
St 6.81
S ‘ 700
Se ‘ 519
I
2 sageamento pela massa secs
hd 52 apresena os valores da massa seca obtidos apds evaporagldo em
P o0 D seenuem em o estufa g vacuo.

=1 Riassas ioiais ¢ coneentracdo om salidoy secos do Ensaip 12

Slassa secg fme)

Conventracho (me/id
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Os resuitados da Tabela 4.52 indicam uma pequena discrepancia entre os valores
encontrados por peso seco para a solugdo inicial, 753 mg, ¢ a soma das demais
soluges. 69.8 mg/L. O valor da massa seca da solugdo inicial ¢ proximo do valor da

massa de extrato de quilaia utilizado que fo1 76,38 mg.

Os dados da Tabela 4.30 indicam que houve uma redugdo de 52 vezes entre ©
volume da solucdo inicial ¢ o espumado. O espumado retirou 25,93% de solidos da
solugiio inicial. Os valores de enriquecimento sde inferiores aos encontrados para os
pHs 3,0 ¢ 5,0 mas estdo dentro da faixa de valores esperados com base na composi¢io

do extrato.

¢ Enriquecimento por massa seca

Pela Equacio 3.3 calculou-se o enriquecimento por massa seca.

Ems = 6,97

Para os ensaios realizados na mesma conceniragio de Si mas em pH diferentes

observa-se uma redugdio do enriguecimento com o aumento do pH.

fnsaio 13

Si=80mg/L pH 70 CMC=388mg/L

Altura de Si= 1354 em Vazdo de N> = 22,60 mL/ min

Oy Pasato 130 gue repetiu as cendicdes do bnsaio 120 wve a4 ospumd foua
colotudi om dois Bechores A capuma aproscnlon o mesmo comportiamento desero no

i

Doy 1O Ui dndods relorontos 4o b s o sue apreseniados oo Labein TR IR S R B I




i
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Tabela 4.53 Dados do Fracionamento do Lnsaio 13

Tempo de Yolume de Volume de Massa de

Cracwenamento « 4 -
o Si Sr Fspuma

“

(mL} imbi}

i

L
L
P

Y63.73 948,75 21.68

Tabela 4.54 pH das solucdes do Ensaip 13

Selucio pH

S 6.49

Si 7.00

! 521

!
47

fosononmenio pela tensfio superficial

cados dawensdo superficial encontrados estdo na Tabela 4055 Os valores
cue ado houve eseotamento de tensoativos da sojugdo restdual A segliénaa
ionsdo superticial do espumado com a difuiglo se encontra na Tabela 4 36

cio cee pontes na Fleura 418 Observa-se que. da mesma forma que no phi 5.0

& cspumadoe nde alcangou o patamar da CMO

g precisou sor dituido rés veves para aleangar o tensdo superfical da

Cot L OYCs DOTH HCAnGur 4 iensao suporhiond do residus o omis do nose
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Tabela 4.535 Tenszo Superficial do Residuo, da Soluciio Inicial e do Espumado,

Ensaiol3
‘ Solucio Tenséio Superficial
{mN/m)
i L ciclo 2ciclo | Média
Agua deionizada 73.47 ? o 73,47
St 64.88 66,78 65,83
} Se 40,43 40,10 44,26
j Si 49.29 50,12 49,71

Tabela 4.56 Variacio da Tensiio superficial do espumado com a diluicdo

{Ensaio 13)

Concentracio Tensdo Superficial
{mg/L) {mN/m)
1° Ciclo 2° Ciclo Ciclo médio
B 557.8 40,12 39,89 40,00
278.9 40,46 44.56 4251
1394 47.97 48.23 T 48.10
6072 50.71 31.42 51,07
3486 33,82 5415 53.08
1743 36.62 56,94 36,78
< T 59723 60.72 5 08
1360 A8 46 7058 60 52
9 007 721 71l
Gih 7267 7304 72.06
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Apua desionizada Espumade do Ensaio 13

[57)

[#4]
&
o
b}

G.00 1.00 3.0

N
Lol
o

log o) mad.

Tigeyn 4018 Tensdo superficial vs log da concentraciio do espumado do Ensaie 13

rnramente pela absorbancia

curvi de absorbdncia obtida com os produtos do Ensaio 13, hidos apos
cvido na Flgura 4019 0 Os valores das areas calculados entre 190-240 nm estio
ERT7 Observiese o mesmo comportamento encontrado no ensato a pid 3.0
congentracio. 1810 ¢ o espumado apresenta absorbdneia destacadamente

sotuclo restdual. que apresenta absorbineta mator que a da solucdo inieial
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14.00 )
Si=80 mg/l. pH 7,0
Se

12.00
e

10.00

800 -

6.00

absorbineln (ua)

4.00

2.00 -

0.00 : _ , :
200.00 240.00 280.00 320.00 360.00

comprimento de onda nm

Figura 4.19 Curva de absorbéncia das solucées do Ensaio 13

Tabela 4.57 Areas (Absorbancia vs comprimento de onda) de absorcio das

solucdes do Ensaio 13

Selucao Area (média)

(240~ 190 nm)

Se | 20740
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e
)

fnsaio 14

Si=380 mg/L. pH 7,0 CM{=388 mg/L

Altura de Si= 188 ¢m Vazdo de N-= 22 60 mL/min

i reahizado um fracionamento que forneceu material suficiente para analise do

v ocspuma fol coletada em cinco fragdes. Nas condiges de operagio 2

Capsou amda amida, na coluna e fol expuisa na forma de uma fase compacia.

v eupumado do que nos dois ensatos com 30 mg/L.

Tabela 4.58 Dados do Fracionamento do Ensaio 14

entes ao Ensaio 14 sdio apresentados na Tabela 4.58, ¢ observa-se maior

fempo de

Frocianamento

dHorms)

YVolume de
Si

fmi)

Volume de
Sr

imL;

0

Massa de

Espuma

“

979 85

202,35

VooseQadeim

toporamento peia massa seca

om o oestufa

S e PO H
HINT I Rt b LS MTS 1 S

a4 vacuo.

Duranie a

SVApnTaLao

w29 apresenta os valores da massa seca obuidos apos evaporacdo em

as solucdes
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Tabela 4.39 Viassas totais ¢ concentragdes em sélidos secos do Ensaio 14

Selucio % Massa seca {mg) Coneentracgio (mg/L)
inicial 3643 ! 371.8
Residuo 187.0 | 2650
Espumado 1422 703,0*

Os resultados da Tabela 4.59 indicam que ha uma certa discrepancia entre oS
valores encontrados por peso seco para a solugfio inicial, e a soma das demais solugdes

(329,29 mg/L). O valor também discorda do valor da massa de extrato de quilaia.

Esses dados confirmam o baixo indice de purificagdo nessas condigdes de
fracionamento pois houve uma extragdo de 43,2% em solidos da solugdo inicial e uma

redugdo de volumes entre a solugdo inicial e 0 espumado de apenas 4.8

¢ Enriguecimento por massa seca

Pela Equacdo 3.3 calculou-se o enriquecimento por massa seca.

Eoms = Ce/ (Ci—Cey= 1,85
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Ensaio 15

Si= 388 mg/L. pH 7.0

CMC= 388 mg/L

Adtura de S1= 1852 em Vazdo de No= 2260 mL/min

s oensalo complementou o Ensalo 14 ¢ forneceu material suficiente para

s wensdo superficial ¢ da absorbancia.. A espuma, em menor volume do que no

ton coletada em duas fragdes ¢ a massa total do espumade ¢ os dados do

- oncontram-se na Tabela 4,60 A aparéncia da espuma for

o

icpal com a do

3 pHs das solugdes estdo na Tabela 4.61 No final do fracionamento houve

TG,

Tabela 4,60 Dados do Fracionamento do Ensaio 15

woosiio de particulas sobre a placa porosa que cheearam a causar o seu

I e Volume de YVolume de Massa Totwal de
rncionamento . . ..
1 St Pspuma
(iorasg) ) . . ) .
e {ml.) (mL)y {2
TS 9472 40 75607 94 76

Tabeia 4.61 niis das solucdes do Ensal
{ \

solugdo

&40




Resultados e Discussfio 151

s Moenitoramento pela tensio superficial

(s dados de tensdo superficial encontrados estdo na Tabela 4.62 ¢ comprovam o
esgotamento da soluc@o residual em tensoativos. A tensdo superficial do espumado ¢
bem menor que a tensfo superficial da solugio 1micial. A seqiiéncia da leitura da tensdo
superficial com a dilui¢do do espumado se encontra na Tabela 4.63 e a plotagem dos
pontos na Figura 4.20. O espumado apresenta CMC bem proxima a CMC do extrato de

Quilaia no mesmo pH comprovando a baixa eficiéncia do processo.

O espumado precisou ser diluido trés vezes para alcangar a tensdo superficial da
solugdo inicial, e mais que nove vezes para alcangar a tensio superficial do residuo ¢

mais que dez vezes para alcangar a tensio superficial da agua.

Tabela 4.62 Tensido Superficial do Residuo, da Selucio Inicial e do Espumado,

Ensaio 15
Solucio Tensdo Superficial

(mN/m)

f 1 ciclo \ 2 ciclo Media

l} Agua delonizada 73.50 [ - 73,50

!

i St 70,50 71.86 78|
Se 39.87 39,61 39,74
Si — 44.39 L 4447 44 43 i
? |




ey
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i
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HEGs ]
P

Topein <003 Yariacdo da Tensido superficial do espumado com a diluigio

contraede Tensdo Superﬁ?&ai A
SHTE I {mN/m) |
1" Ciclo : 2° Cielo Média
: 39,30 3956 39.68 |
'S - 3029 a0 0T oo !
TR 7 43,62 4340 4350 ;

788 46,41 4666 - 4633
3 49.96 5010 50.06 |
T 53,49 © 5344 4346 |
ag $7.93 57.63 5778 1
14 5874 58.38 k56

S 64.12 6387 64 110

i 6732 67.33 6732

S 6923 &v 32 6927
!
H 73,08 7324 73,16
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80.00 oo
Espumado do Ensaio 15
Agua desiona 3 CMC = 328, 49 mg/L
70.00
50.00 - -
25000 - AN
& Heta superior
= ¥ =-11.U883 * X + 68,2756 \
Namers de pontos usados =4 \
4000 - = reee—
: Reta inferior
Y =-200278 % X + 45,6382
Nitmero de pontos usados = 2
30.00 -4
0.00 1.60 2.00 3.00

f.og (C)mg/l

Figura 4.20 Tensao superficial vs log da concentracio do espumado do Ensaio 13

s Monitoramento pela absorbincia

As curvas de absorbancia das solugdes do Ensaio 13 se encontram na Figura
421, As trés curvas quase se sobrepdem, confirmando uma baixa punficagdo em
saponinas ne espumado em relagio ao extrato inicial. As areas de absor¢do foram

calculadas ¢ se encontram na Tabela 4.64.




e
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! Si= 380 mg/L pif 7.

1240

4.00

0.co

200.00 24000 280.00 320.490 380.00

comprimento de onda wm

Figura 4.21 Curva de absorbincia das selugdes do Ensaio 15

Taben LG4 Areas {(AbsorbAacia vs comprimento de ondaj de absorcio das

i Fasgin 153

Spfuedo Area {média)
(248~ 19 nm}
Se " 26220
= — 5060

Sy RALSR
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Ensaio 16

Si= 800 myg/L.

pH 7,0 CMC= 388 mg/L

Altura de Si= 153 cm Vazio de Ny= 22,60 mU/min

Fot realizado um fracionamento que forneceu material suficiente para todas as

analises. Nas condigdes de operaglo acima da CMC a espuma arrebentou ainda omida,

dentro da coluna de espuma ¢ saiu como um pacote compacto de espuma. Os dados

referentes ao Ensato 16 sdo apresentados na Tabela 4.65 ¢ os pHs lidos das solugdes na

Tabela 4.66, sendo que o pH do espumado € a mistura de espuma colapsada.

Tabela 4.65Dados do Fracionamento do Ensaio 16

Tempo de Volume de Volume de Massa Total de
Fracionamento gj Sr Espuma
(Horas) (ml.) {ml.) (2)
5.30 948,84 387.60 457 85

Tabela 4.66 plis das solucdes do Ensaio 16

Solucdo

PH
Sr ] 6.84
R —
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s Slpnitoramento pela massa seca

cla 467 apresenta os valores da massa seca obtidos apds evaporacao em

¢ secagem em estufa a vacuo. Durante a evaporagde as solugdes

aram coloragdo amarelada ¢ no final da sccagem em estuta. as capsulas

a0 residuos pretos.
Tabeln 4.67 Massas totais e concentraces em sélidos secos do Ensaio 16
=oiucio i Massa seea (g) g Concentracio {(mg/L)
i = ! =
. ) ] i,
.. ! T P
nictal ! 6989 | 736.6
- | |
Residuo 2405 620.6
wimado 3287 027
i
|
. i
s resultados da Tabela 4,67 indicam uma grande discrepancta enire os valores
Steonirdos por peso seco para a sofugdo inlelal, e a soma das demals solucdes.
s dados da Tabela 4.66 indicam uma extragdo 37.7 % de solidos no espumado
1o inieial, com uma reducdo de volumes entre a soluglo inicial ¢ o espumado de

sl necHHORIo B0 MAassg seca

5 calculous-se o ennguecmento por massa seca.
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» Monitoramento pela tensfio superficial

Os dados de tensio superficial encontrados estio na Tabela 4.68. Observou-se
que ndo ocorreu esgotamento da soluclo residual em tensoativos € que a tensdo
superficial do espumado ¢ proxima a tensio superficial da solugdo inicial. A seqiiéneia
da lettura da tensdo superficial com a diluigdo do espumado se enconira na Tabela 4.69
¢ a locacdo dos pontos na Figura 4 22, O espumado apresentou CMC maior gue a CMC
do extrato de quilaia no mesmo pH comprovado a baixa eficiéncia do processo € 0

arraste de interferentes pela espuma.

O espumado precisou ser diluido trés vezes para alcancar a tensdo superficial da
solucdo inicial, ¢ mais que oito vezes para alcangar a tensdo superficial do residuo e

mais que doze vezes para alcangar a tensdo superficial da agua.

Tabela 4.68 Tensdo Superficial do Residuo, da Solucio Inicial e do Espumado,

Ensaiol6
Soluciio ’ Tensio Superficial E
% (mN/m)
| ; t ciclo é 2 ciclo Ciclo médio
| Agua desionizada | 73.43 i o 73.43 |
| Sr 61.43 ? 61,36 61,40
5 Se 34987 g 3961 3974

Si 40,66 L4069 40,68
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Tabein 4.09 Yarinefio da Tensle superficial do espumado com a diluicfio (Ensaio

163

[ seentracio Tensfo Superficial

l {rmeg/hs {mN/m)

3 - ; 1" Cicio 2° Ciclo Média

T L 10.73 | 4051 | 30.67

i kR | 40,59 | 40,44 | 40.51

""""" 568 4232 ; 42 50 41,41
g4 45,58 45,62 43.60
520 4971 49,87 49,74

F eNL 51.48 51,97 51.73

| (.03 54.03 53.96 54.00

57.38 5722 5730

[ Sy
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80.00 e e e S . S s

‘ Espumade do Ensaio 16 |

CMC= 393, 19 mg/l,

- F

7000 o :
.5

60.60

g Reta superior
Y = -1L1252 * X + 66,7385
Numero de pontos usades = 6|

:

absorhd

50.00 i
Reta inferior

: Y =10.365419 * X + 39.5195

40.00 MNimero de pontos usados =2

-1.00 0.00 1.00 2.0 3.00 4.00
comprimento de onda nm

¥Figura 4.22 Tensfo superficial vs log da concentracfio do espumado do Ensaie 16

s Monitoramento peia absorbancia

As curvas de absorbdncia das solugbes do Ensaio 16 se encontram na Figura
4,23 ¢ sdo muito semelhantes entre st, confirmando a baixa eficiéncia de separagio de
processos que usam solugdes de concentraclio acima da CMC. A absorbédncia da solugio
residual ¢ mator que da solugdio nicial. As areas de absorgdo foram calculadas e se

encontram na Tabela 4 70
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5 CONCLUSQOES

(O fracionamento por espuma mostrou-se um processo simples e vidvel para ser
utitizado como operaglo para concentracio, separacdo ¢ purificagdo de saponinas de
solucdes diluidas de extratos de quilaia, gragas a atividade surfatante das saponinas, o
processo ndo requer adicdo de reagentes que poderiam contaminar o produto final. O
processo pode ser realizado a temperatura ambiente, evitando caramelizar os agucares

presentes ¢ ¢ uma operacdo de baixos custo ¢ baixo consumo energetico.

A redugdo do pH a uma concentragdes inicial inferior a CMC, levou a formagio
de uma espuma mais estavel ¢ seca ¢ o fornecimento de menor massa de espuma e

mator razdo entre o volume de solugdo inicial ¢ espumado.

Observou-se que para uma vazdo constante de nitrogénio, quanto maior a
concentraglo da solugdo inicial, menor o volume da solugio residual na coluna ¢ maior

o tempo de fracionamento.

(3 espumado retirou cerca de 28% de solidos tensoativos do extrato original
(saponinas e proteinas), nos ensaios a concentrag@o abaixo da CMC em todos os pHs. A

pH 3.0 esse comportamento também ocorre na CMC,

Nos trés niveis de pHs estudados observou-se aumento entre 10 a 7 vezes na
concentragdo de tensoativos na espuma em relagdo a concentragdo inicial de quilaia ao
se usar solugbes de quilaia com concentragdo incial de 80 mg/L e entre 9 a 2 vezes para
0 fracionamento de solugoes de quilaia com concentra¢do inicial igual a CMC. Acima
da UM os resuliados ndo toram satistatornos devido ao arraste da solugfio inicial paraa
cspuma. o que o1 confirmado pelos espectros de absorglo ¢ pela porcentagem de massa

seca de softdos no espumado em relacio a solucdo imicial.

0y residuo final na operaclio por fraclonamento por espuma de solucdes com

concentravde inictial na MO ou inferior sdo esgotados em tensoativos.

A ocurvas ensdo superfiowd oy losaritme da concentragdo do cspumado ¢ de

extrate mcial indicam que o perd! de enseativos ¢ contaminantes ¢ diferente nuessas
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s Abaixo da CMC apenas a pH 3.0 for possivel calcular 2 CMC do espumado

menor que a do extrato imicial.

- travionamentos de solugdes com concentracdes abaixo da CMC geraram um
auz exibiu grande aumento de absorbincia, na faixa [224- 205] de

comprinenio de onda do UV,

Cocondigbes de operagdo que favoreceram a concentragdo e punticagdo do
exirass coram - pil 3.0 e concentragdio abaixo da CMC. O processo conduzido a pH 3.0

pade oy ido favorectdo por ser um pH menor do que o pKa do acido glucoronico que €

{0 efetto de reduglo da concentracfo da Soluclio Intcial sebre o ennguecimento

de surinmniec mantendo-se constante o pH e a vazio de Solugdo Inicial pode ser

i como o menor compartithamento das meléeuias pela interface gas - liquido.

Dimindo ossa concentragdo de quilaia na coluna de liquido, ocorre menor taxa de

¢ malor didmetro de bolhas, sendo meneor a quantidade de tensoativos transferidos

do sese do Hauido para a interface; o leito de espuma gerado apresenta maiores faxas de

wom o consequentemente maiores concentragdes de surfatantes na espuma.



i,

6.0 SUGESTOES

Para dar continuidade ao trabalho de fracionamento de espuma sugere-s¢ alguns

ensaios complementares, se possivel, devem usar o HPLC para a quantificacdo das

saponinas:

@

L ]

S

Ensaios com diferentes didmetro de bolhas.
Determinagdo da curva de equilibrio de adsorciio de saponinas de qutlaia.

Ensaios de fracionamento por espuma operando em regime continuo diminuindo a
necessidade de se fazer mais de um ensaio para coleta de material sufictente para

analise.

Incorporar uma etapa de fracionamento por espuma na metodologia de remogio de

colesterol por solubilizag@o em micelas de saponina (Sundfeld, 1998).

Recuperar saponinas atraves do fracienamento por espumd, do refino aquoso ¢ da
fhee adsorvida na terra diatomacea com adsorgio do complexo saponina-colesterol,

na interface das bolhas e posterior quebra do complexo.

Incorporar o fracionamento por espuma no proprio processo desenvolvido por

Sundfeld (1998), substituindo a etapa de adsorc@o na terra dratomacea.
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APENDICE A

1511V ACAO DA CONCENTRACAO MICELAR CRITICA

e,

Vv dados para construgiio da Tabela 4.1 sdo listados nas Tabela Al ¢ AZAs

oo dn Tensdo Superficial obtidas pelo tenstdometro Kruss encontram-se na Tabela

A1 . medidas obtidas com o tensidmetro K5V encontram-se na Tabela A2 Os
graticos reforentes a cada metodelogia sfo apresentados nas Figuras Al, A2, A3, Ad

A5 U craficos s@o apresentados em escala linear, Tensdo Superficial vs log (C). Sendo
gue © encontra-se em g/ml. A intersegdo das duas retas forneceu o valor correspondente
ao fou 1OMO) Nos graficos sdo apresentados as equagdes das retas inferior e superior.
As srimeiras medidas gue originaram a Tabela 4.1 serviram para a escolha da melhor
metodolovia ¢ equipamento para leitura da Tensdo superficial e para construgdo da

Curvs nadrao nos pHs 3.0, 50e 7.0,
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Tabela Al Tensdo Superficial (ver Tabela 4.1) de selucdes de guilaia, pH 3.0,

Tensibmetro Kruss.

Concentragio mg/L E Tensdes superficiais (mN/m) :
[ Metodologia | | Metodologia 2a | Metodologia 2b |
5274 65.62 73.25 |
0.6 5510 60.66 61.20 |

2 s161 47,05 4821
4 55.46 | 46.65 53.25 |
i ! |

] i i

8 | 44.87 45.67 47.83
20 i 44.06 41.57 4197 |
40 | 4244 | 40.30 40.72 |
5 f f i
30 E 38.81 ; 38.2 38.77
i f
N 400 i 38.07 38.25 38.87 f
i | -
g 300 T 3849 38.85 3829 |
1 | o
| 8000 l% 38.25 38.76 39.56 |
! |
I | N !
20000 g 39.54 39.37 40.00 i
] o

Agua destilada: 73 35; agua desionizada 73,67

fue)

S ——— = - S U U |
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Tabeia A2 . Tensio Superficial de solucdes de quilaia, pH 3,0, Tensiometro K5V

i oncentraciio

800

8000 . 36,20
Tooooe T E636
|

T

Metodologia 3a

i Tensdes superficiais lidas no Tensibmetro K3v

l
i
—
[

Metodologia 3b

S

|
59 34 ;
_E

54.42

51.20 4761

44.85 . an W%
4110 3996 "ﬂ—?z

38.44 © 3778 m_”f

S—

3549
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56.00
Motodalogia 1
CMC= 132 mgl
52.00
Retas inferior ‘
Y o=_0.0788732 ~ X + 38208
o 48.00 .
% Reta superior '
B Y= 585313 » X + 15.7805
€ .
2 :
B 4400 - Y
& 8
=
B
W
2
40.00
36.00 - !
-8.00 -6.00 -4.00 -2.00 0.00

log ()

Figura A1 Tens?o superficial vs log (C) {Metodologia 1)

70.00
80.00
z
B
E
= 5000
S
2
ﬁ
Kz
40 00
3000

Figura A2 Tensfo superficial vy

Metodologia ZA <
CMC 90mg/L

Reta superior
¥ =.5,444901 * X + i4.Hi2d

Reta inferior
Y = (.4330586 % X + 399321

pctirarerr

e

M
Lom]

i 400 200 200

L e

foe ({7 (Metodologia 24 )
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8300
Metadologia 2b
L= - o
MO = 48.04med
7500
I Reta superior
. 5080 (= -i2E302 7 X+ 16,899
% ﬁ Heta inferiar |
;:."3' 50 o0 ; Y =0.382383 * X + 40,0855 :
o

4000 ﬂ B « 5

30.00

-8.00 -85 .00 -4 00 -2.00 0.00
{ogic)

Figura A3 Tensao superficial vs log (C) (Metodologia 2B)

G.08 4
Metodologis 3a
+ e
e {VIO= Lempd

BHeta superior:
Yo - HEROL68 2 X+ -5.36057

Hota infering:
Yow - 2BY2RE TN - 38.7HG0

woNa e ficid s N

+

Pienra 4 Tensdo superficial vy fog (O (Metodologia 3A)
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Metodologia 3b

8 CMC= 9387 met

530.00
Reta inferior
3 Yo R 6T24T Y X+ 342933

B Reta superior:
Y= -BB5626 * N+ 133333

Tensdn Superfcial mN/

40.00 - )

-8.00 -5.00 -4.00 -2.00 0.00
tog {0)

Figura A5 Tensio superficial ys log (C) (Metodologia 3B)

Nas figuras subsequentes sdo apresentadas as curvas da tensdo superficial vs

tempo. Estas medidas foram realizadas no Tensidmetro K5V

36,4 —
a
36,2
:"é 4
o
E 36,0 -
P -
] = [
h B8 A Owm, o L Foa m® »
L] ™ L T
e} A @ '} a = L
s ® B =
o ....
g 3586 L -] .
- - 'ua’sl . . « &
354
3
352 T T T T 1 T : ‘ T T T T T g 1
o 10 20 X 40 50 650 74

tempo minutos

Figura A6 Tensio superficial vs tempe para concentracio de 20000mg/1.

{TensiGmetro K3Y)
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A&7 Tensdo superficial vs tempo para concentracic de 8000mg/l.
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51 ~ ]

o

O
l
o

-

/
/

Tens&o Superficial
&
{

-
47 ‘;’7 4 il H ‘ 1] ] H i 1 ; L I L3 j
0 10 20 30 40 50 &0 70
e )
£ — Tempo.minutos
Figura A9 Tensio superficial vs tempo para concentracio de 8mg/L (Tensidmetro
5 O N
K5V) s,
Y,
— 584 "
U -
§ | l..ﬂ
5 “,
g 57 Y
w o
3 56 o,
0 '-_'-’
c d
@ e
P s "'-_..-\
e
0 10 20 30 40 50 60 70
Tempo,minutos

Figura Al10 Tensfio superficial vs tempo para concenfracdeo de 0,6mg/L
{Tensiometro KSY)

Observou-se um  comportamento muito diferenciado entre as solucdes de
concentragdo abamo do 4Umge/l ¢ acima de 80 mel., sendo que, apenas nessas ultimas
consegui-se obter um cqutlibrio.

BRaseando-se nos resultados cncontrados. utihzou-se a metodologia de Sundleld

; i 5 £ v vl e e enpilaig o droe nlic 736 S 6,
CLU9RY para fonture da tensdo superficial das solucdes de gutlaa emotrés plis (3.0 3.0 ¢
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7.0). A espuma formada acima da solucdo era retirada e efetuou-se dois ciclos de
medidas e usou-se a média dos dois ciclos. Escolheu-se como pontos para tragar a reta
superior aqueles bem proximo a regifio de descontinuidade como usado por Sundfeld
{1995). As tabelas ¢ os graficos referentes aos dois ciclos encontrados sdo apresentados

a seguir, ¢ deram suporte para criacio dos graficos finais apresentados no Capitulo 4.

Tabela A3 Tensfo superficial de solucbes de quilaia, em pH 3,0

Concentracio log{ C) Tensio Tensio Tensdo
Superficial § Superficial Superficial

Pcicte | 2°ciclo Média

mg/L g/mlL, mN/m i mN/m miN/m

0.2 -6,69897 73,18 | 73.23 73,205

0.4 6.39794 73,33 73.23 73,280

6 -6,22185 72.89 72,8 72,845

2 -5,69897 65,32 64,72 65,020

4 -5,39794 55,75 53,58 55,565

3 -3.09651 4542 44 61 45015
20 4.69897 a2.77 | 4324 43005 |

40 -4 39794 42.37 42.34 42,355

80 -4.09691 40,12 3998 40,050

200 -3,698G7 38.60 | 38.63 38615

400 -3,59764 38,64 38,61 38.625

j 4000 -2.39794 l 3908 [ 38.88 38,980
g000 {-2,009691 l 3922 ‘ 38,92 36070 |
20000 : -1,69897 5 3962 39,42 39520 ﬂ
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Tabeia A4 Tensdo superficial de solucdo de quilaia, em pH 5,0

Concentraciio | Log (C) | Tensdo | Tensdo Tensido
Superficial i Superficial Superficial

! 1° Ciclo 1 2° Cielo Média

me/L g/mL mN/m ) mN/m mN/m

0,2 -6.69897 73.45 734 73.43

0.4 -6.39794 73.28 73.26 73.27

0.6 -6.22184 73.23 73.23 73.23

2 -5.69897 67.63 66.03 66.83

4 -3.39794 66,85 66.64 66.75

3 -5.09691 5416 53.16 53.66

20 -4.69897 54.33 [ 54,43 54.38

40 -4.39794 48.89 i 4917 49.03

80 -4.09691 i 47.12 47.52 47.23

200 -3.69897 ] 41.24 40.58 40.91

400 -3.39704 ’ 3845 3777 38.11

4000 -2.39794 i 382 387 3819

20000 | 1 69897 J 3831 E 3825 38.28
| |
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5000 - —
pH &S
et CMO = 346 mo/l
B i Ciclo
*r

Reta superior

Y o= JF2.4568 ¢ N ¢ 471263
R

Hets inferior
% &= Y= L3836 < X + 57921

(%)}
&
e
L]

4400

3000

-8.00 -6.00 -4 00 -2.00 0.00
jog{cie/mi

Figurn A 13 Variagdo da tensio superficial (1%ciclo) com a concentracio de selucio

de guilain, pil 5.0

783,00
pil 5.4
MO 37 7mgil
I Cieln
.00

Reta superior
Yo oF2TE TN v GRBGEY

Rets inferior
I R R LR RN 1 X

HI TR SR TS

sio dn tensiio superficiad {2%cielo} com o concentracds de soluciy
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Tabela AS Tensfio superficial de solucfio de quilaia, em pH 7,0

Concentracio| lLog(() Tensio Tensio Tensdo
Superficial Superficial Superficial
1 ciclo 2 eicio Média
mg/L g/mL mN/m mN/m MN/m
0,4 -6,39794 73,04 73,04 73,04
0,6 -6,22185 73,15 73,11 73,13
2 -5,69897 72,6 71,86 72,23
4 -5,39794 66,32 65,38 65,85
8 -5,06691 58,86 61,36 60,11
20 -4 69897 52,17 5161 51,89
40 -4.39794 48,92 47,13 48,025
200 -3,69897 4221 41,51 41,86
400 -3.39794 39,23 3891 39,07
8000 -2,09691 39.21 39,18 39,195
4000 -2.39794 39,37 39.05 3921
20000 -1,69897 39,72 39,75 39,735
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CALIBRACAO DO ROTAMETRO

Com a ajuda de um bolhometro e um cilindro de nitrogénio calibrou-se o
rotémetro Gilmont usado para medir a vazdo de nitrogénio.

Abria-se a valvula ¢ permitia-se a passagem do nitrogénio pelo rotdmetro € em
seguida pelo bulhdmetro. A bolha de ar percorria um velume conhecido ¢ o tempo
gasto para percorrer este volume era cronometrado. Para cada leitura do rotimetro
foram efetuadas 10 medidas e a vazio volumétrica determinada para cada leitura for a

meédia das dez medidas. Os valores encontrados estio na Tabela B1.

Tabela B1: Pontos obtidos na calibraciie

i eixo x: eixo y {
i Leitura do rotametro Vazdo (mL/ min ) ‘f
l P 5,76 {
i 0 13,59
) - 15,75
} 12 18,6 |
| v JJ 2597
% i 36.99
35 { 69,52
= | 122,02 |
52 180,78
= | 21828
= | 29151
- o0 31634

Prstes dados foram aqustades por regressio hinear, lornecendo 2 cquacdo da et

! : 3

da Preurn B oou o dertura descjada forneeia o valor da vazdo por Inerpolacdo de

AUTanee
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Calibraciio do Rotametro 5=
-

+

-+ Reta ajustada
: Y = 362126 * X + -31.6368
Nimero de pontos usados = 12 |
Coef de corelacdo R = 0981052

5000

20.00 403.00 80.00 80.00 100.00 120.00
leitura

Figura Bl Carva de calibracio do rotimetro
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MONITORIAMENTO DO PROCESSO POR HPLC

A téenica analitica HPLC de Grassi et al (1996) foi desenvoivida em conjunto
com pesquisadores do Instituto de Quimica da Unicamp. O desenvolvimento da
metodologia envolveu purificagio em coluna de cromatografia liquida, cromatografia
delgada e analise de identificagfio mais precisa por RMN13 ( Ressondncia Magnética de
Carbono 13) ¢ RMNH { Ressondncia Magnética de protons). O trabalho é complexo
porque ndo existe padrdo de saponinas para ser usado como referéncia. Uma varredura
em espectrofotdmetro indicou dois comprimentos de onda favoravers: 230 ¢ 312 nm.
Fsse aitimo foi preferido por ter melhor resolugfo. Apos testes com diferentes fases
moveis estabeleceu-se as seguintes condicdes para a detecgdo do pico da saponina, que
elue aproximadamente a 2.4 minutos: fase movel Acetonitrila: H,O { 60: 40) em pH 3.0,
comprimento de onda 312nm a uma vazdo de | mL/min com coluna de fase reversa
Spherisorb ODS-2, C18 e volume de injegiio 20ul .

A amostra era diluida de forma a se manter a propor¢gio da fase movel.
Considerava-se que a amostra correspondia aos 40% de agua e esta era diluida com
60% de acetonitrila.

Os resuitados obtidos com injecfio de amostras das solugdes inicial, espumado
e residuo sdo apresentados a seguir.

Quando o espumado foi recolhido em vanas fragdes, as areas do
cromatograma correspondente sdo indicadas por 21, E2, E3 ete, conforme a sequéncia
do recolhimento.

Os valores das dreas obtidas foram desconcertantes e contraditorios.

(s cromatogramas de alguns ensalos apresentaram areas de St maior do que as
aue area de Se. Observou-se tambem que os picos matores eluiam a 4,7 minutos ¢ ndo a
24 minutos conforme Grasst et ab 11994,

Nos Fnspies da Tabela O3 na maona dos casos a area do espumado era menor
gue o da selucio micial,

bese comportamento Dcou mothor csclarecido gquando se comegou o fazer

cepeotros de absorbancia das fases ¢ que mdicaram claramente uma Conceniragio no
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espumado Jde principlos auvoes de absorbdncia na faixa UV entre 190- 220 nm. A

Titerarira mars recente confiTma que  saponinas tem picos de absorbancia entre 200 e

A analbise de componentes a uma concentragdo proxima a CMC também ¢
prejudicada pelas inieracdes miceliares AraGjo F7 (1996) mostrou que os extrato de
sapornina acima da CMC, ndo podia ser separado pela coluna fase reversa nas condigdes
relatadus . Acima da CMC a amostra entra na coluna como um “pacote” de substancias
¢ sai 4o mesma forma, sem interagdo com a coluna, havendo visualizagdo de apenas um
pico. ) mesmo ndo fol observado quando se tem uma solugdo abaixo da CMC onde
outros componentes da mistura ficaram mais tempo retidos.

{im estudo especifico sobre determinacfio de saponinas de quilaia pelo HPLC
esta om andamento no Laboratdério de Engenharia de Processos (Endo, 19983 O
trabathoe parte do espumado obtido na coluna usada nesta tese ¢ os resultados
preliminares confirmam que o comprimento de onda mais indicado para a lettura da
saponinas de guiiata € de 205nm. Até uma definigio completa sobre o assunto, preferiu-

se nciuir s abelas com os resultados obtidos.
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Tabela C1 Leituras no HPLC das fases obtidas nos Ensaios correspondente a
Tabela 3.2

r Ensaio Area do Pico da Saponina por HPLC

| Solucdo inicial Espumado = Residue

B1 263557 | Ei283604 . 257636
| _£2248107

E3 275419

B4 474 274
| E5 505 938
B2 ' 105 551 E1 180 585 109 690
f £2 186 036
F" f E3 213 899 :
B3 117757 F1 182379 | 122 196
| E2 186 036
1 E3213 899

L

B5 119 043 __E1168847 111 845
. B3270419 |

B7 53 629 . Blo4139 49 639
| T E2 159 695

B | E3113520

B9 : mm—— =] E150924 ; 26425

Bi1 L e 45 341 21274

% Bi12 | 23210 39276 23 782 f
B13 f 22 603 35092 22 381 %

—

_

B14 ; 114 070 ~EB1226478 102415
| : . E2131488
e _B3291%18
| B15 117 747  E1151990 109 671 |
| E2 176398 |
| . E3151536 t
B16 48399 E184708 47125
_ E2159693

__ o ' E3 113520 :
, B17 26864 ; 5239 T 27 154
L B19 . Fl 168 847
L : 23270 419
7

B20 E

71 R

322 : : ”_ | s
i
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Iy

Tabeln {2 Leituras no HPLC das fases obtidas nos ensaios correspondente i
Tabels 3.3

iinsaio ' Area do Pico da Saponina HPLC
 Inicial E snumade Hesiduo
1 (250 717 lEl 181 241223
- 18? T16959
B E3 320 366
‘ B4 1781526

2 | 245 443 El 342510
| | E2379 995

E3 386 373

CZ 1238 958 E1472 876 225 802

% E2 312 359
! E3 546 226

| E4 328019

4 | 236 245 F2 576 821 211 366
3 E3 135317

| E4 1561001

E5 936 383

Cs 115 400 Presa 1 08 (89
C6 | 110953 453 831 [106 613
C7 ) 113065 El1317 461 [ 11249]
E2 180224 l
E3 303 100 !
8 105 5350 73 848 197 934
o 55 729 El 76 603 158 533:
F2 78 713
i 157318 £15 879 56 156
| B2 55 834
|E3 103 575
€ 251 226 [E1210522 248 120
| E2 224 2453

|E3 214 705

TE4 221 705 |

| ES 236 630

{6 226 435

[E7372942

cin 232615 [ E1 218 008 12435 191
' 82 240 173 ?

L
;

L319

270 609

P03 3454

145 067

> 120 308

063 460

96 GO | C1isron

Y DS RO FE R NS

OR 543

S TR I [ ey N [P G

vl

2P




Apéndice C 194

Tabela 3 Leituras no HPLC das fases obtidas no fracionamento por espuma numa
coluna de 175 cm correspondendo aos Ensaios da Tabela 3.5¢ 3.6

Concentracio 400mg/L

Ensaio Volume de Si f pH Area de Sa | Area de Se Area de Sr Massa de
(mi) espuma {g)
D1 750 15.70(*) 1116827 E1 98.497 120 528 9,60 i
' E2 94.847 11,75 g
E3 96.256 5.27 1
| E4 96,849 8,77 f
E5 95841 9.88 E
E6 106. 453 11,53 ‘
‘ E7 106. 640 5,76
E8 135.076 2.11
D2 500 | 121 474 E199.783 109,989 4,59
31 114397 E2 111,396 | 106 99 5,65
% E3 94,864 7.23
: E4 102.008 8.84
E ES 08 646 6.26
j E6 163.012 214 |
D3 380 § 117 570 E1 90.995 118 66 489 g
i 110 796 E2 95.273 113 421 6.21
1 é E3 97.492 6,55 r
; | E4 100. 597 6,45 ‘
] ) ES 171. 401 ; 1,48
Y 300 [ 114 724 El 106858 | 132385 3,32 %
{ i1o 762 F2 98 829 140 136 4,06
:l E3 105. 852 4.99
| } E4 115 447 3.35
| ‘ | ES 224679 0.91
|E1 | 300 E 114386 [E1135495 [ 109244 (242
us 828 |L2104024 | 105671 fsm
r (B3 107235 ;:3 RC
‘- ‘ 4158714 | EER
= o0 E RS EXT
‘ R RE R TRREN 5@@ 827 o

T
FRR I RS Y B B

DL a0oou LDl




APENDICE D

TAMINOS INTERFERENTES PRESENTES NO EXTRATO DE
PILAIA

Tunnos também sdo glicosideos amplamente distribuidos em plantas. Séo
substancias ndo cristalinas, de cores que podem variar do branco ao marrom claro, e que
formam soluctes coloidais de sabor adstringente. Tem propriedade de precipttar
proteinas ¢ varios alcaloides em solugdo. Quimicamente os taninos sdo classificados em
dors srupos principais, cujas estruturas sdo muito diferentes entre si, embora todos
tenham om sua molécula os poli-hidroxifenois ou seus derivados. Os pertencentes ao
primetro urupo sao denominados taninos hidrolisaveis, polimeros dertvados dos acidos
galico ¢ clagico, usados para curtigio de couro.. O outro tipo encontrado em maior
quantidade ¢ de maior importdncia em aitmentos sdo denominados taninos condensados.
Tem cstrutura semethante aos flavanoides, e por aguecimento com acidos diluidos dio
precipiiados amortfos insoldvels em dgua, de cor variando do vermethe ao marrom
(IZobbio ¢ Bobbo,1993).

Segunde Kirk ¢ Othmer {1954) a cor de cada solugiio de tanino pode ser muito
imponante na sua identificagdo. o aumento do pH leva a oxidaciio de compostos e o
escurecimento da solug@io de uma tonalidade laranja chegando até o preto. A taxa na

gual © ianino ¢ extraido de uma material ¢ fortemente intluenciada pela temperatura,

wemne ¢ solume de material na extracfio.

gt
[
il
[ERR
g
s
s
e

e

4% DE ABSORBANCIA

olucdes aguosas de qui%aia com concentracdo inicial de 80 me/t, foram
fraceomudas na coiung (ereeira versio ), obtendo-se as solugGes 51 Se ¢ Srooque foram
sulveciicas 2 umnarredura om espectolotometro. Como resultado. obteve-se as lerturas

g v e oo em espectros de absorgdo
Ceolngae doeoaoido Wimeo de fome Lo uma solugdo aquosa de quilala de

cspectros due absorgae edidos
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A acetonitrila foi o solvente preferido por ser transparente até o comprimento de
onda de 189 nm.

Apesar da variacdo da diluigdo das amostras injetadas, os cromatogramas
obtidos pela técnica de HPLC com (30/70 ACN/ Agua) em pH = 3,0 ndo conseguiram
reproduzir os picos obtidos para as solugdes Si, St e Se pelas curvas de absorbancia a
205- 220nm. Quando se obteve 0 mesmo comportamento dos cromatogramas que os
encontrados pelas curvas de absorcdo ndo houve reprodutibilidade com a segunda
injecdo da amostra.

ApoOs uma seqiiéncia laboriosa de ensaios com o HPLC - com a variaglio da
procedéncia da acetonitrila utilizada, do acido utilizado para acidificar a fase movel, do
regime isocratico € gradiente, da variacio do comprimento de onda ¢ da alteracdo da
concentracdo de acetonitrila na fase movel - na tentativa de se desenvolver uma técnica
quantitativa para determinagdio da concentragdo das saponinas nas diversas fases
envolvidas no fracionamento, adotou-se como caracterizacdo das solugdes as técnicas

comentadas no Capitulo 3 em 3.2.5.4.
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——r HAYVEBLENGTH 3Cal REPONT <-—--—

le Hame ¢ Ragister: a
wpla Nams  =5ponina Function 3
lvent Hames @ &G04 Wavelength Ranye :
neeatraticn ¢ 1.0040 Integration Time ¢ 1
its H 2td Deviation s Off
2.1463, ¥
j //‘\s
1, 7L
ﬁ\%‘
1T —%
:%‘4
}‘i
8, bt %r
%‘1
D. 48314 2\
. mfffﬁ“xm%ﬁéwh
- ——
N £L M— . - e
este] iz Sy 50 4053
URYELEHETH

arked Wavelengties

Beg A: L 273 5 0.J31398
Reg A: L 304 = 0.21947
Reg A L. 232 = 1.2983
Reg Az I 200 = 2.h1681
Rag kt L 232 = G.70538
Reg &: L 310 = D.22144

=

Abzorhanse
190 oo 820 nm

Figurz 131 Absorbincia do Extrato de Quilaia na concentracioltbmg/L (branco

doun desionizada)
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~remy WAVELENGTH SCAN REPORT <—

File Nanme : Register: A
Sample Wame ¢ tanines munetian : Absorhanee
B8olvent Hame : agul Wavelsngih Range 3 120 to 82¢ nm
Concentration 1.0000 Integration Time 1 1 s
Unite 2 Std Deviation 1 Off

A, AL +*

a9, 5907+ i;

1 h
0.,*101?—‘,/ li

B.zemj: \} , f,-i'-q.‘\
. (N

Lo : =

HESORBAALIE

SRMELERGT S

Harked Wavelengths

Reg ar L 310 = 0.14200
Reg A: L 278 = 0.38129
Reg A: L 232 = (.26821
Reg A: L 2id = D.74094

Figura D2 Abserbancia da solucio aquesa de dcido tanico na concentracio 6mg/L

{branco dgua desionizada)
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s
Rl

Pile Name :

SAVELENGTH SCAN REPORT <~w=

Register: A

Samnle MNama  f F Function : Absorbance
Solvent %*"x:rz:: T AGUA Wavelsnath Range ¢ 180 to 220 nm
Concentravion 1.08580 Integration Time : 1 =
Units : Std Daviation 1 QfF
T g kS
,; a”‘
1% i
wr9ard
» q
Rcd b
= 1, 1959 p
= 4
=0} § 3&«.
£
T tueseor ] |
s j Y
‘(‘h
0, 43655 S
o . _M
—— 3
0, 0000 4 , . :
2t #En 280 e AR
NOREr FHOTH
Marked Waveilengths
BRag A: . /6 = D.A5148
Beg Ar L 28~ 2.32822
Bag a: L 154 = 2,147
Reg A: L 214 = D.LE731
Reqg &: L 370 = 0B.04853
e sosorbancia do Espumado de uma soluciio de quilaia 80 mg/l. (branco
gy viesaanizada)




mums WAYEBLENGTH SCRN RBERORT <--=

Tile Hane : Register: A
Sample Nsme = B Fanotion : absorbance
Solvent Name & AGUA Wavelength Range : 180 to 820 nm
concentration s 1.0000 Yntegration Time 3 1 &
Uaitg E Std Deviation : Off
1.@?3];‘};
y
1,934
Lad
(=]
ﬁ 5 O i
2 \
i
R e \
= !
. 3 25HE \{
\
02 D100 ane s g P
iy 1) 253 =00 b} ] A0
UayELENGIH

Harked Havelengths

Reg A: L 76 = 0.08137
Peg A: L 232 = 0.39774
heqg A3 L 252 = 0.04088
Reg A: L 306 = O0.D6371
Beg A: L 194 = 1.66%3

Figura D4 Absorbincia da Solug¢io de Quilaia, 86 mg/L (branco Agua desionizada)
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WAVELEUGTH SCAN REPORT <~-=

Absorbange
199 to 320 nm
1 =5
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HOWYELENGTH :g
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Rag Ar L 270 &= 0.12831
Beg A L IBEZ = QL.0775E
Reg A1 L 222 = D.48445
A1 L 02 = {,pB235
A3y L2338 = Q.04846
A L 1B4 = 1.7745

Fiogea 33

5
g

£Sppa 4 U 50

Absorbiincia da Solucdo Residual de um fracionamento em coluna de
tuciio de quilia, 30 mg/L (branco: dgua desionizada)

3
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—— WEVELBRGTH SCAR REPCRT <-—

le Hame 3 _ Register: A
mpie Hame 0 B Manctlon 3 Absorbance
rivent dHame 1 ACEIONITRILA Wavalengti Range ¢ 130 to £20 mm
spoentration 1.0000 Integretion Time 1 1 B
nits : 2td Deviaticn : OfF

R 5552 fﬁk

1. 5550 j \
BERECLE /
: 1 &
; am&m—?

n.awzsr! \

-k m_ 3
—
3 T /Y B ; . ——
a0 ot} Hl = 410
MEWELEHGTH

arked Wavelesngths

Reqg A: T 278 =  0.21204
Reg A: L 306 = 0Q.1:522%
Reg A: L 330 = (.09820
Reg A3 1 286 = O.18378
Rag &: L 216 = 1.5633
Redg A3 L 196 = 0.39068

Figura D6 Absorbancia do Espumade de uma solucido de quilaia 80 mg/L (branco

(ACN/Agua : 30:70))
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'ile Name Register: A
ample Nams @ F Function 3 Absorbance
wolvent Nazme ¢ ACETONITRILA Wavelength Range : 130 Zo 5820 mn
oneentration 1.0000 Integration Timse 3 1 =&
mits : std peviation v Off
T 1.asae- Ed
'e
4 7 4‘3
i 5
3. 55151 4 és +
; 3
; 1d
= (LG4 A‘g&
3 ﬁ
. u,*am—/ 3
- J Y
0. 21613 5
\,
4. 00004 . T —
et st ad ey ALy
HENEL EHGTES
iarkad Wavolsngths
Reg Az L 274 = §.11072
Reg A: 1L 308 = (0.07350
Reg A3 L 252 = $.07452
Reg Ax L 208 = . 0808
fleg A: L 128 = 0.6652Z
Figurs 17 Absorbancia da Solugfio ide quilaia, 80 mg/L (branco: (ACN/Agua
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e WAVELENGTH SCAN BBPORT <=m=

Fila Wame : Register: &
Szmple HName : & Punction t Aksorhance
Solvant Hame @ ACETORITRILS Wavelength RKange : 190 to 520 mm
Concentration @ 1, 0000 Integration Time : 1 =
Units z 8td Deviation : DEL
+ :
n.81748 ;ﬂ\ i
0. 65737 K
BN
d k f LY i
g
= 0. 4A0AE
=4
ﬁ 3 \
=
U, TEURE \
ol
0. 15347 '\ !
1 E\~4ﬁwﬂffihw&._i__ {
e
L. OO0 : — . e — g ] E
200 20 304 10 i {
HEVELENGTH

Farked Havelenoths

Beg a: L 278 = 0.07681
Hag aA:r L 302 = [.054086
Reg Ar L 218 = 0.563924
Beqg A: L 202 = 0.81746
Rag A: L 254 = .044903

Figura D8 Absorbancia da Seluciio Residual de um fracionamnto em coluna

de espuma de uma soluciio de quilaia, 80 mg/L (branco ACN/Agua (30:70))
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Figora 1.9 Absorbancia do espumado de uma soluciio de quilaia 80 mg/L lida em
Espectofotdmetro Berckman DU 70 (brance ACN/Agua (30/70) )
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Figura D.11 Absorbincia da Solugio Residual de um fracionamento em coluna de
espuma de uma solucdio de quilaia, 80 mg/L lida em espectoftometro Berckman

Du 78 {branco ACN/:

Agua (30/70))
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Figura .12 Absorbincia da solu¢io de iAcido tanico em acetonitrila lida em
espectofotometro Berckman DU 70 ( branco ACN/Agua (30:70))
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Figura .13 Absorbincia do espumade, de uma solugio de quilaia de 80 mg/L, em
acetonitrila lida em espectofotéometro Berckman DU 70 ( branco ACN/Agua
(30:791
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Figura D.14 Absorbincia do espumado, de uma solugiie de quilaia de 80 mg/L,
com excesso de 4cido em acetonitrila lida em espectofotdmeiro Berckman DU 70

(branco ACN/Agua (30:70))




