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RESUMO

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

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

propriedades espumogenas, como pela ausénciatdedior cutanea.

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

espuma, tensao superficial, eletrélitos, micelagacdo cutanea.
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ABSTRACT

Physico-Chemical and Technologycal avaliation of # saponins of llex

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

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

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

as for the absence of cutaneous irritation.

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

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




1. INTRODUCAO GERAL E RELEVANCIA DO TEMA

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

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

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

Apesar do seu uso difundido, as propriedadesofipidmicas e coloidais das

saponinas, ainda tém sido pouco caracterizadasRIMEDUNGAN, 1997).

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

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

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

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

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

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

de Pés-Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas (PPGCF).



OBJETIVOS




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

explorar a sua potencialidade como adjuvante esgenm

Objetivos Especificos:

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

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

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

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

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

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

7) Avaliar a resisténcia da espuma;

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

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

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

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

purificados.



Capitulo 1

Saponinas ddex paraguariensidA. St. Hil.



1.1. INTRODUCAO

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

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

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

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

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

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

1.2. FUNDAMENTACAO TEORICA

1.2.1. Génerdlex: ocorréncia, distribuicdo e aspectos fitoeconéomiso

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

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



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

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

1.2.1.1.llex paraguariensisA. St. Hil.

1.2.1.1.1. Aspectos agrondmicos e botanicos

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



Figura 1. Frutos imaturosligs paraguariensiA. St. Hil.

1.2.1.1.2. Aspectos fitoquimicos

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

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

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

decréscimo no periodo do outono e inverno.

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

detectada.

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

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

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

xilosilglicosideo e cianidina-3-glicosideo.

1.2.1.1.2.1. Saponinas

1.2.1.1.2.1.1. Saponinas das folhas lliex paraguariensis

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

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

Acido oleandlico Acido ursélico

COOR; COOR,

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

Saponina

R1(G)

R2 (Cy)

Matessaponina 1

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

B-D-glicopiranosila

Matessaponina 2

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

B-D-glicopiranosila

Matessaponina 3

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

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

Matessaponina 4

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

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

Matessaponina 5

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

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

Guaiacina B

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

B-D-glicopiranosila

Nudicaucina C

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

B-D-glicopiranosila

Jla

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

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

L-arabinopiranosila

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

no entanto, encontra-se em concentracdo muito basdolhas.

(o]
R Glell O Glell

or RO
OM OM\ OR
OR OR
0
or

1: R=H:R, =

RO Glel

OR RO
O O
RO B RO R
OR
OR

3: R=Ac;R, =
RO

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

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

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

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

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

destas durante o inverno.

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

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

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

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

hidroxilada descrita para a espécie (Figura 4).

@ (o

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

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

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

acido sulfarico e posterior aquecimento (TAKETAQ2]D

OH

HO

07T
HOH,C

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

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

HO

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

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

HO

HO

OH
0
OH
—0 OH

HO

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

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

1.2.1.1.3. Aspectos farmacoldgicos e toxicoldgicos

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

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

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

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

a autooxidacéao do LDL.

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

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

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

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

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

atividade frente ao grupo de microorganismos testad

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

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

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

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

Cabe destacar, também, qule paraguariensisesta incluida no Caodigo
Alimentar Argentino (Argentine Food Code) e na Facopéia Britanica de Plantas
desde 1996, e esta sendo andlisada pela Comisdéardvisdo das monografias da
Farmacopéia Alemd, sendo indicada contra a faitiiizafe mental (GORZALCZANY
et al, 2001).
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Capitulo 5

Avaliacdo do potencial de irritagdo cutanea dasisaps dos

frutos dellex paraguariensigA. St. Hil.
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5.1. INTRODUCAO

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

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

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

5.2. FUNDAMENTACAO TEORICA

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

5.3. MATERIAL E METODOS

5.3.1. MATERIAL

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

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

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

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

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

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

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

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

expressos pela média de 6 determinacdes.

5.3.2.1.3. Avaliacdo das reacdes da pele

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

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

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

estdo apresentadas nas Tabelas 27 e 28, respestiegam

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

irritacdo primaria dérmica de Draize

Eritema e Foacao de crosta

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

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

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

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

irritacdo primaria dérmica de Draize.

Formacgao de Edema

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

5.3.2.1.4. Determinacao do Indice de irritac&o pridria dérmica

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

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

demonstrados na Tabela 29.

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

5.4. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.4.1. Determinacgao do grau de reacéo cutanea dasigoes tensoativas

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

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

Eritema e Formacéao de crosta

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

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

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

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

Eritema e Formacéao de crosta

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

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

Edema

Coelho (rf)

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

) 24 0 0 0 0 0 0 0
Integra

72 0 0 0 0 0 0 0

24 0 0 0 0 0 0 0

Escarificada 72 0 0 0 0 0 0 0

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

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

Eritema e Formacé&o de crosta

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

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

Edema
Coelho (n)
- (Lﬁgtr‘;'g 12| 3| 4| 5]6s eda
, 22 0lo| ol 0| o o 0
integra 72 0olo| ol o o o 0
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- 24 0 0 0 0 0 0
Escarificada
S 72 0 0 0 0 0 0 0
Sub-tbta O
Soma das médias (SM) 0
indice de Irritacéo (SM/4) 0

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

Eritema e Formacéao de crosta

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

desenvolveu um leve eritema observado nas prim@&dasoras de exposicao ao
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produto, porém, somente na pele escarificada. nen 48 horas apés, observou-se
uma evolucao do processo de irritacdo cutaneagseptado pela formacao de crostas.

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

menor citotoxicidade destes glicosideos.

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

possibilidade de emprego em formulaces de usodopi
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Conclusoes Finais

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

descritas pardex paraguariensis.

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

dos perfis cromatograficos por CCD e CLAE.

 Os métodos de purificacdo do EXL se mostrararniegfies e reprodutiveis na

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

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

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

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

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

de cisalhamento superficial dos filmes superficilas saponinas.

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

aniénico.

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

com o tempo.

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

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

espalhamento da luz que sugerem a formacao deueatisupra-micelares.

* As espumas das saponinas apresentaram umanesisséperior a observada para

tensoativos sintéticos, porém, somente a 25 CMC.

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

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

testein vivo de irritagcdo dérmica primaria de Draize.

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

natural e renovavel.
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Anexos

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

imaturos ddlex paraguariensis

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

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

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

de LSS.

Concentracdo Concentracao LnC y [mMN m™]
[g/L] Molar [mM] [MmM] ( X+5s)
0,005 0,0173 -4,0570 70,0+ 0,0
0,01 0,0346 -3,3639 70,0+ 0,0
0,02 0,0693 -2,66930 70,0+ 0,0
0,05 0,1733 -1,7527 70,0+ 0,0

0,1 0,3467 -1,0592 66,6* 0,57
0,2 0,6935 -0,3660 64,0+ 1,0
0,3 1,0402 0,0394 60,0+ 0,28
0,5 0,7338 0,5503 52,1+ 0,28
1,0 3,4676 1,2434 46,5+ 0,86
5,0 17,3382 2,8529 39,4+ 1,60
10,0 34,6764 3,5460 36,8+ 0,78
20,0 69,3529 4,2392 37,8+ 0,76
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Tabelas A3: Valores do abaixamento da tenséo scjpédm funcdo da concentracao

Poli. 80
Concentracao Concentracao LnC y [MN m™]

[g/L] Molar [mM] [MmM] ( X+5s)

0,001 0,0007 -7,2644 65,60 + 1,52

0,005 0,0038 -5,5727 58,00+ 1,0
0,01 0,0076 -4,8796 52,30 + 1,25
0,02 0,0152 -4,1864 51,16 + 1,25
0,05 0,0381 -3,2675 47,43 + 1,52
0,1 0,0763 -2,5730 46,50 + 1,32
0,2 0,1526 -1,8799 44,33 + 0,57
0,3 0,2290 -1,4740 43,16 + 1,89
1,0 0,7633 -0,2701 43,33 + 2,08

Tabela A4. Valores do abaixamento da tensao

para o Extrato bruto.

sofarém funcdo da concentracao




Concentracao Concentracao Ln v (MN/m)
(g/L) Molar [mM] [MmM] ( X+5s)
0,005 0,0051 -5,2785 69,5 £ 0,50
0,01 0,0103 -4,5756 65,3 + 0,57
0,02 0,0206 -3,8824 63,6 + 1,52
0,05 0,0517 -2,9622 57,8 £ 1,60

0,1 0,1034 -2,2691 56,5 + 1,80
0,2 0,2069 -1,5755 53,3+0,70
0,5 0,5173 -0,6591 55,3 + 0,57
1,0 1,0347 0,0341 55,5+ 0,50

* Concentracdo molar expressa como matessaponin&41998,45)

Tabela A5. Valores do abaixamento da tensdo se@drém funcdo da concentracao

para a Fracao 7090.

Concentracao Concentracao Ln v (MN/m)
(g/L) Molar [mM] [Mm] ( X+5s)
0,005 0,005017 -5,2949 63,90 £ 0,17
0,01 0,010035 -4,6016 63,73 £0,25
0,02 0,020071 -3,9084 58,33 + 0,57
0,05 0,050178 -2,9921 55,36 £ 0,28

0,1 0,100356 -2,2990 52,50 + 0,50
0,2 0,200712 -1,6058 48,66 * 0,28
1,0 1,003562 0,0035 49,16 = 2,75

* Concentracdo molar expressa como matessaponin&41998,45)
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Tabela A6. Perfil de drenagem da solucao de Pohbasm 80 (10 CMC) e sob a

influéncia de eletrélitos.

Altura do
liqguido na | Volume de Volume de
Sol. tensoativa Tempo | coluna liquido na Z VL liquido na
I eletrolitos (min) (cm) coluna (%) espuma
(Xt5s) (VL) (ml) (VLE) (%)
0 0,90 £ 0,06 8,57 42,85 57,15
1 1,70+ 0,05 16,19 80,95 19,05
Poli. 80 © 5 1,88+0,02 17,90 89,5 10,5
ou 10 1,88+0,02 17,90 89,5 10,5
30 1,90 £ 0,0 18,0 90,0 10,0
60 1,92+0,04 18,28 91,40 8,6
0 0,9+0,14 8,57 42,85 57,15
1 1,65 £ 0,07 15,71 78,55 21,45
F poli.go/ Cl 5 1,82+0,03 17,33 86,65 13,35
NaCl 10 |1,87+003 17,80 89,00 11,0
30 1,90 £ 0,01 18,09 90,45 9,55
60 1,95+0,00n 18,57 92,85 7,15
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0 0,8 + 0,56 7,61 38,05 61,95
1 1,60 £0,14 15,23 76,15 23,85
Poli.80/ 5 1,85 +0,0 17,61 88,05 11,95
KBr 10 | 1,87%0,03 17,80 | 89,00 11,0
30 1,87 £+0,03) 17,80 89,00 11,0
60 1,90 £ 0,01 18,09 90,45 9,55
Altura do
liguido na | Volume de Volume de
Tempo coluna liquidona | VL | liquido na
Sol. tensoativa (min) (cm) coluna (%) espuma
/ eletrdlitos (X £ 5) (mi) (VLE) (%)
0 0,7 £ 0,49 6,66 33,3 66,7
1 1,60 0,07 15,23 76,15 23,85
F poli. 807 3 5 1,85 +0,07 17,61 88,05 11,95
KNO3 10 1,85 +0,10 17,61 88,05 11,95
30 1,90+0,07 18,09 90,45 9,55
60 1,95 +0,03 18,57 92,85 7,15
0 1,4 +0,96 13,33 66,65 33,35
1 1,85 £0,20 17,61 88,05 11,95
F poli. 80/ =k 5 1,92 +0,10 | 18,28 91,4 8,6
MgCl2 10 | 1,92+0,10 18,28 91,4 8,6
30 1,95 +0,07 18,57 92,85 7,15
60 1,95 +0,07 18,57 92,85 7,15
0 0,95+0,5 9,04 45,2 54,8
1 1,67+0,17 15,90 79,5 20,5
"~ Poli. 80/
Na,HPO, 188



Poli.80 5 1,90 +0,1 18,09 90,49 9,55
/INa2HPO4 10 1,92 +0,07 18,28 91,40 8,6
30 1,92 +0,05 18,28 91,40 8,6

60 1,97 +0,05 18,76 93,8 6,2

e 20 ml solucao tensoativa = 2,1 cm na coluna = 1008é drenagem

Tabela A7. Perfil de drenagem da solucéo de Lautiato de sédio (10 CMC) e a
presenca de eletrélitos.

Altura do
Sol. liqguido na | Volume de Volume de
tensoativa / coluna liquido na liquido na
eletrdlitos TerTwpo (cm) coluna = VLO0) espuma
(min) (Xx5s) (VL) (ml) (VLE) (%)
0 0,9 + 0,56 8,57 42,85 57,15
1 1,6 +0,14 15,23 76,15 23,85
5 1,95 + 0,07 18,57 92,85 7,15
LSS 10 1,95 + 0,07 18,57 92,85 7,15
30 1,95 + 0,07 18,57 92,85 7,15
60 1,95 + 0,07 18,57 92,85 7,15
0 0,77 £ 0,05 7,33 36,65 63,35
1 1,55+ 0,057 14,76 73,75 26,25
LSS/ 5 1,87 £ 0,044 17,80 89,00 11,0
Nacl ! 10 1,89 + 0,054 18,00 90,00 10,0
30 1,93 £ 0,067 18,38 91,90 8,10
60 1,97 £ 0,044 18,76 93,80 6,20
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0 0,50 £ 0,17 4,76 23,8 76,20
1 1,53 £ 0,057 14,57 72,85 27,15
LSS/ 5 1,90 £ 0,0 18,09 90,45 9,55
KBr 10 1,91 + 0,028 18,19 90,95 9,05
30 1,98 + 0,028 18,85 94,25 5,75
60 2,03 £ 0,057 19,33 96,65 3,35
Altura do
liguido na | Volume Volume de
Sol. Tempo coluna | de liquido| X VL (%) | liquido na
tensoativa / (min) (cm) na coluna espuma
eletrolitos (X%s) | (VL) (ml) (VLE) (%)
0 0,95+0,21 9,04 45,2 54,80
1 1,60 £0,077 15,23 76,15 23,85
LSS/ 3 5 1,9 £ 0,035 18,28 91,40 8,60
KNO5 10 |1,92+003 1828 91,40 8,60
30 1,97 + 0,03 18,76 93,80 6,20
60 2,00+0,0 19,04 95,20 4,80
0 1,00+ 0,14 9,52 47,6 52,40
1 1,70+ 0,0 16,19 80,95 19,05
“L“SS/ 1 5 1,92 £ 0,03 18,28 91,40 8,60
MgCl, 10 1,92+0,03 18,28 91,40 8,60
30 1,95+0,00n 18,57 92,85 7,15
60 1,97 £+ 0,03 18,76 93,80 6,20
0 0,10+0,28 0,95 4,75 95,25
1 1,40+ 0,14 13,33 66,65 33,35
LSS/ 190

Na2H04



LSS/NgHPO, 5 1,80 +0,03 17,14 85,70 14,3
10 1,85+0,0 17,61 88,05 11,95
30 1,85+0,0 17,61 88,05 11,95

Tabela A8. Perfil de drenagem da solucédo do Extraito (10 CMC) e a presenca de

eletrolitos.
Altura do | Volume Volume de
Sol. tensoativa Tempo | liquido na | de liquido | X VL (%) | liquido na
I eletrolitos (min) coluna na coluna espuma
(cm) VL (ml) (VLE) (%)
0 0,15+0,21 1,42 7,1 92,90
1 1,1+0,14 10,47 52,35 47,65
5 1,67 £0,03 15,9 79,5 20,5
EXL 10 1,70 £ 0,0 16,19 80,95 19,05
30 1,82+0,03 17,33 86,65 13,35
60 1,85+0,00 17,61 88,05 12,00
0 0,0+0,0 0,0 0,0 100,0
1 1,05+0,07 10,0 50,0 50,0
EXL) 5 1,67+ 0,03 15,90 79,5 20,5
Nacl Ol 10 | 1,80+0,0] 17,14 85,7 14,3
30 1,87 +£0,02 17,0 89,0 11,0
60 1,90 £ 0,0 18,09 90,45 9,55
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0 0,4+£0,14 3,80 19,0 81,0
1 1,35+0,21 12,85 64,25 35,75
EXL/ 5 1,80 +0,14 17,14 85,7 14,3
KBr r 10 1,82+0,10 17,33 86,65 13,35
30 1,90+0,0 18,09 90,45 9,55
60 1,90 +0,0 18,09 90,45 9,55
Altura do | Volume Volume de
Sol. tensoativa Tempo | liquido na | de liquido | X VL (%) | liquido na
I eletrolitos (min) coluna na coluna espuma
(cm) VL (ml) (VLE) (%)
0 0,1+ 0,28 0,95 4,75 95,25
1 0,95+ 0,21 9,04 45,2 54,8
EXB/KNO 5 5 |1,50+0,07| 14,28 71,4 28,6
Eﬁgg 10 |1,70+0,03| 16,19 80,95 19,05
30 1,82+ 0,0 17,33 86,65 13,35
60 1,90+ 0,0 18,09 90,45 9,55
0 0,75+0,07| 7,14 35,7 64,3
1 1,5+ 0,0 14,28 71,4 28,6
EXB/MgCl 5 [1,92+0,03| 18,28 91,4 8,6
EXL/ 10 1,95+0,0 | 18,57 92,85 7,1
MgCl. 30 | 1,95+0,0 | 1857 92,85 7,1
60 2,0+ 0,0 19,04 95,2 4.8
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EXB/Na,HPO,

EXL/
Na;HPO4

0 0,35+ 0,28 3,33 16,65 83,3
1 1,45+ 0,14 13,8 69,0 31,0
5 1,90+ 0,03| 18,09 90,45 9,5
10 1,95+ 0,0 18,57 92,85 7,15
30 2,05+ 0,0 19,52 97,6 2,4
60 2,05+ 0,0 19,52 97,6 2,4

Tabela A9. Perfil de drenagem da Fracdo 7090 (1Ca/sob a influéncia de

eletrolitos.
Altura do | Volume Volume de
Sol. tensoativa Tempo | liquido na | de liquido | X VL (%) | liquido na
I eletrolitos (min) coluna na coluna espuma
(cm) VL (ml) (VLE) (%)
0 0,08+0,13 0,76 3,80 96,2
1,06 £+ 0,08 10,09 50,45 49,5
5 1,61+0,06§ 15,33 76,65 23,3
Fr. 7090 10 |1,65+0,08 15,71 78,55 21,4
30 1,72+ 0,06 16,38 81,9 18,1
60 1,78 +0,08 16,95 84,75 15,2
0 0,1+0,0 0,95 4,75 95,2
1,2+0,0 11,42 57,1 42,9
Er. 7090/ 5 1,79+0,01y 17,04 85,20 14,8
F NaCl Cl 10 1,90 £ 0,0 18,09 90,45 9,5
30 1,97+ 0,03 18,76 93,80 6,2
60 2,0+0,0 19,04 95,20 4,8
0 0+0,0 0,0 0,0 100,0
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194

1 1,0£0,0 9,52 47,60 52,40
EE:OQO/ 5 1,75£0,0| 16,66 83,30 16,70
| 10 1,85+£0,07 17,61 88,05 11,95
30 1,90 £ 0,0 18,09 90,45 9,55
60 1,90 £ 0,0 18,09 90,45 9,55
Altura do | Volume Volume de
Sol. tensoativa / Tempo | liquido na | de liquido | X VL (%) | liquido na
eletrdlitos (min) coluna na coluna espuma
(cm) VL (ml) (VLE) (%)
0 0,05+0,077 0,47 2,35 97,65
1 1,27 £0,03 12,09 60,45 39,55
Er. 7090/ 5 1,70 £ 0,0 16,19 80,95 19,05
F KNOs 10 1,85+£0,07 17,61 88,05 11,95
30 2,0+0,0 19,04 95,20 4,8
60 2,0+0,0 19,04 95,20 4,8
0 0,35+0,07 3,33 16,65 83,3
1 1,25 £+ 0,07 11,9 59,5 40,5
Fr. 7090/ 5 1,90 £ 0,07 18,09 90,45 9,5
I MgCl 10 | 1,95+00| 1857 92,85 71
30 2,0+0,0 19,04 95,2 4,8
60 2,0+0,0 19,04 95,2 4,8
0 0,2+0,28 1,90 9,5 90,5
1 1,37 £0,24 13,04 65,2 34,8
_ Fr. 7090/ 5 2,05+0,0 19,52 97,6 2,4
Na,HPO,



FR7090/NgHPO,

10 2,05+0,0 19,52 97,6 2,4
30 2,05+0,0 19,52 97,6 2,4
60 2,05+0,0 19,52 97,6 2,4
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Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
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Baixar livros de Educacao
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Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia
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Baixar livros de Linguas
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Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica
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Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
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Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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