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Resumo

Durante o processamento de frutas para a produ¢do de diversos produtos, como polpas,
sucos, doces, geleias e sorvetes, surgem residuos, como cascas e sementes,
frequentemente subutilizados. Uma alternativa interessante para a utilizacdo desses
residuos ¢ a extragdo de compostos bioativos, como as saponinas (SAP). As SAP
apresentam propriedades surfactantes, com capacidade emulsificante e espumante, além
de possuirem atividades bioldgicas diversas, como antimicrobiana, hipocolesterolémica,
hemolitica, antioxidante e pesticida. Apesar de muitos estudos avaliarem a obtencao de
SAP a partir de diferentes fontes vegetais, ainda ndo hé resultados divulgados sobre a
potencialidade dos residuos da agroindustria de frutos do Cerrado e Caatinga. Diante do
exposto, este estudo buscou avaliar a potencialidade dos residuos de frutos do Cerrado ¢
Caatinga, do Norte mineiro, para a obtencdo de SAP. Além disso, avaliou e otimizou o
processo de extracdo por maceracdo a partir dos residuos, bem como avaliou as
propriedades funcionais e biologicas dos extratos com maior teor de SAP. As condigdes
otimizadas para a extragdo a partir dos residuos foram: temperatura de 35 °C durante 4 h,
com concentragdo de etanol de 80% para macauba e umbu, e 45 °C por 2,5 h e 80% de
etanol para buriti e pequi. Nessas condi¢gdes de extracdo, as concentragdes de saponina
nos extratos de residuos de macauba, umbu, buriti e pequi corresponderam a 2,58; 2,50;
2,28 € 2,21 mg/mL, respectivamente. Na avalia¢do da particdo de saponinas dos extratos
dos residuos de umbu e macaiba em sistema aquoso bifasico, ndo foi obtido efeito
significativo das varidveis estudadas (composi¢do do sistema e temperatura). A
capacidade emulsificante e de formacdo de espuma, assim como a estabilidade desses
sistemas, foi baixa. No entanto, esses extratos mostraram atividade antimicrobiana ao
inibir o crescimento de Salmonella Typhimburium, Escherichia coli e Staphylococcus

aureus.

Palavras-chave: Composto bioativo. Extra¢do. Otimizagdo. Saponinas.



Abstract

During fruit processing for the production of various products, such as pulps, juices,
sweets, jams, and ice creams, residues such as peels and seeds are generated, which are
often underutilized. An interesting alternative for the use of these residues is the
extraction of bioactive compounds, such as saponins (SAP). SAP exhibit surfactant
properties, with emulsifying and foaming capacity, in addition to possessing various
biological activities, such as antimicrobial, hypocholesterolemic, hemolytic, antioxidant,
and pesticide effects. Although many studies have evaluated the extraction of SAP from
different plant sources, no results have yet been published on the potential of residues
from the agroindustry of fruits from the Cerrado and Caatinga biomes. In light of this,
this study aimed to evaluate the potential of fruit residues from the Cerrado and Caatinga
regions of Northern Minas Gerais for the extraction of SAP. In addition, it evaluated and
optimized the maceration extraction process from the residues, as well as assessed the
functional and biological properties of the extracts with the highest SAP content. The
optimized extraction conditions from the residues were: 35 °C for 4 h, with 80% ethanol
concentration for macatba and umbu, and 45 °C for 2.5 h with 80% ethanol for buriti and
pequi. Under these extraction conditions, the concentrations of saponins in the extracts
from macatba, umbu, buriti, and pequi residues were 2.58, 2.50, 2.28, and 2.21 mg/mL,
respectively. In the evaluation of saponin partitioning in extracts from umbu and macatba
residues using an aqueous two-phase system, no significant effect of the studied variables
(system composition and temperature) was observed. The emulsifying and foaming
capacity, as well as the stability of these systems, was low. However, these extracts
demonstrated antimicrobial activity by inhibiting the growth of Salmonella

Typhimurium, Escherichia coli, and Staphylococcus aureus.

Keywords: Bioactive compound. Extraction. Optimization. Saponins.
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1. INTRODUCAO

As saponinas constituem uma ampla e diversificada classe de metabdlitos
secundarios de origem vegetal, caracterizadas por sua estrutura anfifilica, composta por
uma fracdo hidrofobica geralmente um aglicone triterpenoide ou esteroide conjugada a
cadeias hidrofilicas de actcares. Essa configuragdo confere a essas moléculas propriedades
tensioativas naturais, permitindo sua atuacdo como emulsificantes, espumantes e
estabilizantes de interfaces (OSBOURN et al., 2011; PIORKOWSKI & MCCLEMENTS,
2014; BUSTOS et al., 2024). As saponinas ocorrem em distintas partes das plantas,
incluindo raizes, sementes, folhas, cascas e frutos, com variagdes expressivas em
composi¢ao e concentragdo em funcdo da espécie, estagio de desenvolvimento e tecido
vegetal (XU et al., 2021; ADENUTSI et al., 2023).

Do ponto de vista ecoldgico, as saponinas atuam como mecanismos de defesa
contra insetos, fungos, bactérias e herbivoros, interferindo na permeabilidade de
membranas celulares e inibindo o crescimento microbiano (SHARMA et al., 2020; WEI et
al., 2021). No entanto, suas fun¢des vao além do papel protetivo na fisiologia vegetal,
despertando interesse crescente nos setores farmacéutico, alimenticio, cosmético e
agricola. Isso se deve as suas diversas atividades biologicas, como a¢do antioxidante, anti-
inflamatoria, antiviral, antiparasitaria e, notavelmente, antimicrobiana com destaque para
a capacidade de atuar sinergicamente com antibidticos, inclusive frente a microrganismos
multirresistentes (SANTANA et al., 2021; AGRAWAL et al., 2023).

O uso industrial das saponinas, sobretudo como adjuvantes vacinais, substituintes
de surfactantes sintéticos e bioativos multifuncionais, impulsionou a extracdo em larga
escala, com foco predominante na casca da arvore Quillaja saponaria, nativa da América
do Sul. Essa fonte, embora eficaz, enfrenta criticas pela insustentabilidade ecolégica: a
extracdo destrutiva, o longo ciclo de crescimento da espécie e a sobrecarga dos
ecossistemas naturais colocam em risco sua disponibilidade futura (CIBULSKI et al.,
2022; LAZO et al., 2025; TIMILSENA et al., 2023).

Nesse contexto, a busca por fontes renovaveis e sustentaveis de saponinas tornou-
se uma diretriz estratégica na bioeconomia e na promoc¢ao da economia circular. Dentre as
alternativas estudadas, destacam-se residuos agroindustriais ricos em compostos bioativos.
Esses residuos, muitas vezes subvalorizados ou descartados, representam uma

oportunidade para recuperagdo de moléculas de alto valor agregado, a0 mesmo tempo que
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contribuem para a redugdo de impactos ambientais e aumento da eficiéncia nas cadeias
produtivas (NGUYEN et al., 2021; PIKHTIROVA et al., 2023; SAMTYA et al., 2020).

O Brasil, por sua vez, figura como um dos principais protagonistas nessa agenda
sustentavel. Como terceiro maior produtor mundial de frutas, o pais gera grandes volumes
de residuos ao longo da cadeia hortifruticola, com perdas que podem alcancar até 75% da
matéria-prima no processamento industrial, dependendo da espécie e do método utilizado
(PEREIRA et al., 2022; Anuério Horti&Fruti, 2024). Tais perdas representam nao apenas
um desafio ambiental, mas também uma oportunidade tecnoldgica de revalorizagao de
subprodutos.

Frutos nativos dos biomas Cerrado ¢ Caatinga como buriti (Mauritia flexuosa),
umbu (Spondias tuberosa), macauba (Acrocomia aculeata) e pequi (Caryocar brasiliense)
apresentam-se como candidatos promissores para a extracdo de saponinas. Seus residuos
(casca, polpa residual, carogos e sementes) apresentam composi¢ao quimica complexa e
bioatividade documentada, mas ainda sdo pouco explorados pela industria e pela academia
(SILVA et al., 2021; ALMEIDA et al., 2022). Estudos iniciais demonstram presenca de
triterpenoides e glicosideos em suas matrizes, sugerindo elevado potencial para aplicagdes
funcionais e tecnolégicas.

Embora o potencial dessas matérias-primas alternativas esteja evidenciado, os
métodos de extracdo ainda requerem aprimoramento. Técnicas como maceragdo, extragao
assistida por ultrassom, micro-ondas e enzimas tém sido investigadas quanto a eficiéncia,
seletividade e impacto ambiental. A escolha do método influencia diretamente o
rendimento, a integridade estrutural das saponinas e as propriedades fisico-quimicas do
extrato obtido (JIANG et al., 2016; EL-HAMAMSY & EL-KHAMISSI, 2020; ZHANG et
al., 2020). A otimizagdo dessas condi¢des €, portanto, essencial para viabilizar a aplicacao
industrial dos extratos de saponinas oriundos de residuos.

Diante desse cenario, o presente trabalho tem como objetivo principal avaliar e
otimizar a extragdo de saponinas por maceracao a partir de residuos de frutos nativos do
Cerrado e da Caatinga, com énfase nos residuos de buriti, umbu, macatba e pequi. A
proposta visa a obtencdo de extratos ricos em saponinas com propriedades funcionais e
tecnologicas adequadas para aplicagdes como surfactantes naturais, fomentando uma
alternativa viavel e sustentdvel a dependéncia de fontes tradicionais e contribuindo com a

valorizacao da biodiversidade brasileira.
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2.1. OBJETIVOS GERAL

Avaliar a potencialidade dos residuos de frutos do cerrado da agroindustria do Norte

mineiro para obtencao de saponina (SAP), um surfactante natural.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a presenca de SAP nos residuos agroindustriais de buriti, macatba, umbu e
pequi.

e Avaliar o processo de extracdo de SAP a partir de dois residuos em termos dos
parametros de processo: teor de etanol no solvente, temperatura e tempo de contato
solido-liquido.

e Auvaliar a particao de SAP em sistema aquoso bifasico em func¢ao das concentragoes
de sal e alcool, e da temperatura de partigdo.

e Avaliar as propriedades de formacao de espuma, emulsdo, antioxidante e
antimicrobiana de extratos de saponinas obtidos a partir dos dois residuos

escolhidos.

3. REVISAO DE LITERATURA
3.1 Residuos agroindustriais

A producdo de frutas no Brasil ¢ um setor de grande importancia econdmica e
social, com impacto significativo na geragcdo de renda e na seguranca alimentar do pais.
Segundo dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2020), a producao
brasileira de frutas alcangou a marca de 47,5 milhdes de toneladas, com destaque para
culturas como banana, laranja, melancia, uva e maca. E imprescindivel ressaltar que essa
producao ¢ vital para a economia do pais, sendo que cerca de 60% dela ¢ destinada ao
mercado interno, abastecendo a populacao brasileira, enquanto o restante ¢ exportado,
gerando divisas para o pais (IBGE, 2020). E evidente, portanto, a relevancia do setor
fruticola para o desenvolvimento sustentavel do Brasil.

Em contrapartida, uma quantidade significativa de alimentos de origem vegetal ¢
desperdigada, o que dificulta o acesso ao consumo de frutas e vegetais (ESPARZA et al.,

2020; OSORIO, LOPEZ e TOVAR 2021). Quanto as frutas, o maior problema ocorre,
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principalmente, devido ao alto grau de perecibilidade, que pode ser avaliada a 10% apenas
na fase da colheita. Nos processos de transporte e industrializacdo pode chegar até¢ 50%,
proporcionando no final uma perda de até 25% da produgdo total (ELIK et al., 2019;
AMORIM, 2016).

Os setores agroindustriais € de alimentos sao responsaveis pela produgao de grandes
volumes de residuos, tanto liquidos quanto so6lidos, o que tem gerado preocupacdes
significativas em relagcdo aos potenciais riscos de poluicdo e a dificuldade no descarte
adequado desses materiais nas cidades (ABDEL-SHAFY e MANSOUR, 2018). No
entanto, observa-se uma crescente adocao de abordagens que visam minimizar, recuperar,
aproveitar e realizar a bioconversdo desses residuos no contexto agroindustrial
(RAVINDRAN et al., 2018; MADEIRA JR et al., 2017).

Segundo dados da Organizagdo das Nacdes Unidas para a Alimentacdo e a
Agricultura (FAO), aproximadamente um terco dos alimentos que poderiam ser destinados
ao consumo humano acabam sendo desperdigados, seja na fase de producao ou na forma
de residuos. Estima-se que anualmente mais de 1 bilhdo de toneladas de residuos
agroindustriais sdo gerados. Esses nimeros evidenciam a importancia de se adotar medidas
para reduzir o desperdicio de alimentos, visando a segurang¢a alimentar e a sustentabilidade
ambiental. De acordo com Agilah et al. (2023), ¢ de extrema importancia discutir o impacto
ambiental decorrente das atividades agroindustriais, uma vez que a produg¢do e o
processamento em grande escala dessas industrias podem agravar os problemas ambientais.

O conceito de aproveitamento de residuos encontra-se muito presente no cenario
brasileiro atual, cujo objetivo € minimizar os impactos ambientais oriundos do descarte
incorreto dessas substancias no ambiente (COELHO e LANGE, 2018; DE CAMPOS et
al., 2021). Além disso, esses residuos podem transformar-se em matérias-primas
interessantes para a fabricag¢do de outros produtos (CLAUSER et al., 2021; FREITAS et
al., 2021; AWASTHI et al., 2020). Esses ideais estimulam a chamada biotecnologia
sustentavel que, por sua vez, impulsionam o desperdicio zero, além de colaborarem
expressivamente para a economia, pois, estrategicamente, induzem a utilizacdo desses
residuos para produgdo de itens de alto valor (DOS SANTOS et al., 2019; ROSA et al.,
2020; RAVINDRAN et al., 2018).

Gomez-Garcia et al. (2021) citam como beneficios do aproveitamento de residuos
agroindustriais os seguintes itens: diminui¢cdo do desperdicio, desenvolvimento de
subprodutos, agregacdo do valor perdido de um produto, sustentabilidade, entre outros.

Além do mais, percebe-se que inimeras industrias passaram a dar mais atengao a agregacao
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de valor que o aproveitamento de residuos fornece aos produtos (CAMPOS et al., 2020;
SINDHU et al., 2019; OSORIO, LOPEZ ¢ TOVAR 2021). Utiliza-se como exemplo, as
industrias sucroalcooleiras que utilizam o bagaco da producao de etanol para fornecimento
de energia nos fornos industriais das usinas (CARVALHO et al., 2019; FORMANN et al.,
2020).

3.1.1 Aproveitamento de residuos de frutos do Cerrado e Caatinga

O bioma Cerrado ¢ reconhecido devido a sua flora bem diversificada, que abrange
desde os campos as florestas bem densas. E o segundo maior bioma brasileiro e a sua flora
representa cerca de 30% das riquezas naturais do pais. A sua extensdo ocupa pouco mais
de 20% do territério nacional e apresenta clima quente, semiimido e sazonal. Um fator
muito caracteristico do bioma esta relacionado a grande diversidade de formas, cores,
aromas e sabores, além dos frutos marcantes (FILARDI ez al., 2018; ROCHA et al., 2011).

A Caatinga, um bioma brasileiro, ocupa cerca de 11% do territério nacional,
abrangendo os estados de Alagoas, Bahia, Ceard, Maranhdo, Pernambuco, Paraiba, Rio
Grande do Norte, Piaui, Sergipe e a por¢do norte de Minas Gerais. Este bioma,
caracterizado por sua rica biodiversidade, oferece um notavel potencial para a preservacao
de servicos ambientais, praticas de uso sustentavel e oportunidades de bioprospecgdo. Se
adequadamente explorado, esse potencial pode ser um fator decisivo para o
desenvolvimento da regido e do pais (XAVIER et al., 2022; MMA, 2020).

De Castro et al. (2023) e Xavier et al. (2022) destacam as possibilidades de
utilizacao de residuos dos biomas Cerrado e Caatinga, pois as plantas nativas apresentam
grande potencial dentro do cendario socioecondmico e podem ser utilizadas como matéria-
prima para obtenc¢ao de bioprodutos de valor agregado.

Existem muitos estudos relacionados ao aproveitamento dos residuos e/ou
subprodutos que relatam redug¢do do desperdicio dos alimentos e, por conseguinte,
economia nos gastos com alimenta¢do, bem como aprimoramento de novas tecnologias
relacionadas. Esse aproveitamento ¢ de suma importancia pois aplica sustentabilidade ao
processo, reduz a producado de lixo, além do potencial de gerar renda extra. Esses residuos
podem ser utilizados, por exemplo, na fabricagdo de farinhas, biscoitos, 6leos, bolos, entre
outros (VIANA et al., 2023; XAVIER et al., 2022; DAMIANI et. al., 2013).

Dentre os frutos com grandes potenciais e que despertam interesse em produtores e

consumidores esta a mangaba (Hancornia speciosa). O fruto possui muitas caracteristicas
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que atraem o seu consumo, como alto valor nutricional e substincias bioativas
(VASCONCELOS et. al., 2021). Lima et. al. (2022) destacaram os compostos fenolicos e
a atividade antioxidante da casca de mangaba, um subproduto que geralmente ¢ descartado
na producao de polpa de frutas. Além dos compostos fenolicos, os resultados mostraram
que a casca de mangaba ¢ rica em acido galico, acido elagico e quercetina, que possuem
atividade antioxidante significativa. A atividade antioxidante foi avaliada por meio dos
métodos ABTS (2,2'-Azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato) e DPPH (1,1-difenil-2-
picril-hidrazil), e os resultados indicaram que a casca de mangaba tem potencial para ser
utilizada como fonte de antioxidantes naturais.

Ghesti et al. (2022) investigaram o potencial da valorizacdo energética das
sementes de Caryocar brasiliense (pequi) por meio de processos termoquimicos, incluindo
pirdlise, gaseificacdo e transesterificacdo, visando a producdo de biocarvao, gas de sintese
e biodiesel. As sementes de pequi foram submetidas a pirolise em diferentes condi¢des de
temperatura (300-700 °C) em atmosfera de nitrogénio, tanto com seus extrativos (PS)
quanto sem eles (PSWE), resultando em biocarvao. Em seguida, as sementes sem
extrativos (PSWE) foram gaseificadas sob diferentes atmosferas, incluindo O2/N2,
02/CO2/N2 e O2/H20/N2, para avaliar as caracteristicas do gas de sintese gerado. Os
extrativos das sementes de pequi foram transesterificados e caracterizados para a producao
de biodiesel. Uma analise de decisdo com multiplos critérios foi realizada para avaliar o
potencial dos produtos obtidos nas rotas termoquimicas. Os resultados demonstraram que
a pir6lise das sementes de pequi sem extrativos (PSWE) resultou em biocarvao de maior
qualidade, com aumento no poder calorifico e rendimento, tornando-o adequado para
aplicacdes como biocombustivel e melhoramento do solo. A gaseificacdo sob atmosfera
O2/H20/N2 apresentou-se promissora como biocombustivel, com alto poder calorifico e
eficiéncia. Além disso, a transesterificacdo dos extrativos mostrou potencial para ser usado
como matéria-prima na geragdo de energia in situ ou na producdo de biodiesel. Esses
resultados fornecem informagdes valiosas sobre a economia circular em comunidades
agroextrativistas e podem atender as necessidades energéticas de pequenas e médias
industrias agroalimentares no Brasil.

Santos ef al. (2021) conduziram uma avaliagdo abrangente do potencial energético
das sementes de buriti (Mauritia flexuosa L. t.) e inaja (Attalea maripa Aubl. Mart.) em
relagdo a pirdlise, com foco especial no buriti. O buriti € uma palmeira comum nas regides
tropicais da América do Sul, incluindo a Amazdnia. As sementes de buriti sdo uma fonte

significativa de biomassa e, portanto, oferecem uma oportunidade valiosa para
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aproveitamento sustentavel de recursos naturais e produgdo de energia. As sementes de
buriti foram submetidas a analises termogravimétricas em uma ampla faixa de temperaturas
e diferentes taxas de aquecimento. Os resultados mostraram que as sementes de buriti
possuem um alto teor de materiais organicos, com poder calorifico superior comparavel ao
de biomassas lignocelulodsicas. Isso indica que o buriti ¢ uma fonte promissora de biomassa
para producdo de energia por meio da pirdlise. Além disso, foram empregados métodos
isoconversionais para determinar os parametros cinéticos e termodinamicos da pirélise das
sementes de buriti. Essas analises detalhadas forneceram informacdes cruciais sobre o
processo de pirdlise e o comportamento das sementes de buriti sob diferentes condi¢des de
aquecimento. Outro aspecto importante deste estudo ¢ o desenvolvimento de um
catalisador de carbono sulfonado a partir do residuo da casca do carogo de murumuru, que
foi utilizado para otimizar a produgdo de biodiesel. Esse enfoque no aproveitamento de
residuos agroindustriais para a producdo de catalisadores sustentaveis e eficientes destaca
a importancia da economia circular e da utilizagdo de recursos renovaveis na industria de
biocombustiveis.

No estudo, conduzido por Rios et al. (2023), investigou-se a influéncia da
modificacdo superficial do carvao ativado granular, obtido a partir da macatba, na
capacidade de sor¢do de metais pesados em solugdes aquosas. O carvao ativado granular
derivado da macauba foi escolhido devido ao seu potencial como uma alternativa de baixo
custo para tratar poluentes de metais pesados na 4gua. Diferentemente do carvao ativado
em pod, o carvao granular facilita todas as etapas de uso, recuperagdo e reaproveitamento.
Os materiais foram submetidos a modificacdes na superficie, e técnicas de analise
revelaram a funcionalizac¢do dessa superficie. Os resultados mostraram que esses materiais
apresentaram uma capacidade notavel de adsor¢ao de ions de Zn, Cd e Pb em comparagao
com outros estudos na literatura. Além disso, destacou-se a capacidade de
reaproveitamento, com remogao eficiente dos metais pesados apds multiplos ciclos de uso.
Em resumo, a pesquisa enfatiza a viabilidade do carvao ativado granular derivado da
macauba, ap6s modifica¢des superficiais, como um adsorvente eficaz na remog¢do de
metais pesados em solugdes aquosas. Isso representa uma contribui¢do valiosa para o
desenvolvimento de solugdes econdmicas e sustentaveis no tratamento de poluentes de
metais pesados.

No estudo conduzido por Mazza et al. (2022), os autores tiveram como objetivo
central avaliar os efeitos da inclusdo dietética de residuo seco de polpa de umbu (DUFR)

na dieta de cordeiros. Este residuo foi utilizado como substituto do milho moido em
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diferentes proporg¢des na dieta, variando de 0% a 32%. A pesquisa se desdobrou ao longo
de 21 dias e contou com a participacdo de vinte e cinco cordeiros machos nao castrados,
cujo peso médio era de 40,8 + 4,17 kg. Os resultados do estudo apontaram para mudancas
significativas no comportamento ingestivo e nas caracteristicas digestivas dos cordeiros a
medida que a quantidade de DUFR na dieta aumentava. Notou-se um aumento linear no
tempo despendido em alimenta¢do e ruminagdo, juntamente com um aumento no nNUMeEro
de bolos mastigados por dia. O pH ruminal também foi afetado pelo aumento da inclusao
de DUFR. Entretanto, a inclusio de DUFR na dieta também trouxe consigo efeitos
adversos, tais como a reducdo da digestibilidade de nutrientes e impactos negativos no
balango de nitrogénio. Estes resultados sugerem que, embora a inclusdo de DUFR possa
estimular comportamentos alimentares, ndo ¢ recomendada em altas concentragdes como
fonte concentrada de alimento, uma vez que isso pode afetar negativamente o desempenho

dos animais.

3.2 Surfactantes

Os surfactantes, também denominados tensoativos, sdo caracterizados como uma
substancia cuja constituicdo se da através de moléculas anfifilicas estruturadas com uma
parte apolar e outra polar. O grande objetivo dessas substancias € a atuagao na unido entre
compostos que ndo possuem afinidade para modificagdo das suas propriedades (FARIAS
et al.,2021; JOHNSON et al., 2021; MASSARWEH e ABUSHAIKHA, 2020; SHABAN
etal.,2019; YEKEEN et al., 2017).

A agdo de um detergente de lougas, por exemplo, demonstra bem o funcionamento
dos surfactantes, em que a limpeza ocorre da seguinte maneira: a parte hidrofobica da
molécula interage com a sujeira e a gordura, e a parte polar com a dgua, formando assim
uma micela esférica. A sujeira fica concentrada no interior e as forcas eletrostaticas fazem
com que a agua seja mantida na parte externa. Desse modo, ao enxaguar a louca, a micela
¢ arrastada acabando com a sujeira (JOHNSON et al., 2021; ATKINS, JONES, 2012). A

Figura 1 demonstra, de modo figurativo, estrutura organica de um surfactante.

Figura 1. Representagdes esquematicas (I) de diversas configuragdes de surfactantes e (I11)
das interacdes interfaciais desses surfactantes em sistemas que envolvem agua e ar, agua e

ions, bem como goticulas de 6leo contendo dgua (lado direito).
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Fonte: Verma et al. (2022).

Quanto a classificagdo, os surfactantes podem ser separados em: anionicos (carga
negativa, usados em detergentes); cationicos: carga positiva (usado como condicionante e
lubrificante; ndo i6nicos: carga neutra (muito usado como emulsionante); e anfotérico
(depende do pH) (JOHNSON et al., 2021; REBELLO et al., 2014; PAN et al., 2020).

Nos surfactantes anidnicos a interagdo com a dgua ocorre com uma parte da
molécula que possui carga negativa. Estes, por sua vez, formam a maior classe e
encontram-se entre os mais utilizados pelas empresas, pois devido as suas caracteristicas,
sdo utilizados em detergentes, sabdes, sabonetes (PAN ef al., 2020; DALTIN, 2011).

Por sua vez, os surfactantes catidnicos possuem um radical com carga positiva,
sendo assim, a interacdo com a agua ocorre com uma parte da molécula de carater positivo
(KACZEREWSKA et al., 2020; MITRU et al., 2020).

Os surfactantes ndo idnicos sdo aqueles que ndo possuem radicais com cargas
elétricas e sua interagdo com a dgua se da através de ligacdes de hidrogénio. Esse tipo de
tensoativo apresenta elevada resisténcia a eletrolitos e aguas duras, além de poder ser
utilizado tanto em meio 4acido quanto alcalino (NOROUZPOUR et al., 2023;
CHOWDHURY et al., 2019).

A Tabela 1 apresenta, de forma resumida, as principais caracteristicas dos

tensoativos conforme as propriedades relacionadas.
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Tabela 1 - Principais propriedades dos tensoativos.

PROPRIEDADE DESCRICAO

E verificada no momento da saturacdo do surfactante na
Formacao de Micelas interface do fluido e pode ser observada a partir da Concentracao
Micelar Critica

Com base na mudanga subita da propriedade fisico-quimicas
(como condutividade, tensdo interfacial, tensdo superficial,

Concentracao Micelar ~ oE Do .
¢ pressao osmotica, etc.) do surfactante, indicada através dos

Critica (CMC . . N . .

( ) graficos, verifica-se a CMC. Os trés fatores que a influenciam

sdo a natureza do surfactante, a sua temperatura e forga idnica.
Ao adicionar agua ao tensoativo, as suas moléculas tendem a se
Tensdo Superficial e agrupar, o que diminui a repulsdo entre os fluidos. Isso so ¢
Interfacial possivel devido as caracteristicas hidrofilicas e hidrofobicas da

substancia.

A noc¢ao semi-empirica do BHL foi introduzida com a intengao
Balanco Hidrofilico- de selecionar o melhor surfactante para formulagao de uma
Lipofilico (BHL) emulsdo. Os valores variam de 1 a 18, aumentando a medida que

a substancia se torna mais hidroéfila.

Fonte: Adaptado — Santos e Oliveira (2018).

Os surfactantes anfoteros possuem na mesma molécula grupos hidréfilos positivo
e negativo. Devido ao alto custo destes, sdo os menos utilizados pelas industrias, mas ainda
assim sdo aplicados na producdo de cosméticos e xampus (SARKAR et al., 2021;
CHOWDHURY et al., 2019).

As micelas sdo estruturas constituidas por agregados moleculares que, por sua vez,
sdo compostas por duas regides, sendo uma hidrofilica e outra hidrofobica. A extremidade
apolar ¢ hidréfoba e a polar ¢ hidréfila, ou seja, a parte apolar interage com a gordura
enquanto a parte polar reage com a agua, e entdo as micelas, que sdo mini particulas, sdo
formadas. As micelas atuam no processo de solubiliza¢do de gorduras e os surfactantes se
encontram na forma de monomero antes da CMC. Quando agregados moleculares de
grandes dimensodes sdo formados, da-se o nome de Concentracao Micelar Critica (CMC)
(FENG et al., 2020; Ql e ZHOU, 2019).

A determinacdo da CMC ¢ de extrema importancia para qualquer situagdo
relacionada aos surfactantes, pois o efeito dessas substancias ¢ proporcional a quantidade
de micelas presentes. A formacao das micelas nao € estatica e a concentragdo em que ocorre
a Concentracdo Critica Micelar, numa dada temperatura, ¢ uma caracteristica de cada
surfactante. A CMC pode ser verificada por experimentos a partir da descontinuidade no

comportamento de algumas propriedades fisico-quimicas da solugdo em funcdo da
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concentracao do surfactante (PERINELLI ez al., 2020; MAJEED, SOLING ¢ KAMAL,
2020).

No geral, as principais aplicagdes dos surfactantes sdo na preparacdo de emulsoes
e a detergéncia. Contudo, essas duas caracteristicas dessas substancias induzem também a
formacdo de espumas (MAJEED, SOLING e KAMAL, 2020; DALTIN, 2011). As
emulsdes, definidas como a dispersdo de uma fase liquida imiscivel em uma segunda fase
liquida hospedeira, encontram aplicagdo em diversos setores, abrangendo desde a industria
petrolifera até a producao de tintas, produtos cosméticos, farmacos e alimentos (HAGAR
etal.,2023; NG et al., 2023; NG et al., 2022; SANKARAN et al., 2012).

Entretanto, devido a sua intrinseca instabilidade, surge a necessidade de um agente
estabilizador para prevenir a separagdo entre as fases aquosa e oleosa durante o
armazenamento. Essa separagdo ¢, muitas vezes, ocasionada pela coalescéncia das
goticulas de 6leo, dai a importancia do estabilizador, o qual forma uma camada protetora
na interface 6leo/agua. Essa camada estabelece uma barreira energética capaz de resistir a
aglomeragcdo das goticulas e a coalescéncia (HAGAR et al., 2023; KUMAR e
FOROOZESH, 2021).

Esse papel ¢ tradicionalmente desempenhado por surfactantes sintéticos,
conhecidos por induzir diversos efeitos, tais como a redugdo da tensdo superficial para
facilitar o processo de emulsificacdo, a criagdo de uma barreira eletrostatica ou estérica
para contrabalangar as forgas atrativas, € o aumento da elasticidade dilatacional da interface
6leo/dgua (HAGAR et al., 2023; GEORGIEVA et al., 2009). Alternativamente, particulas
solidas possuem a capacidade de adsorver na interface entre oleo e agua, conferindo
estabilidade através do fenomeno conhecido como efeito Pickering. Esse tipo de emulsao
apresenta vantagens notaveis ao mitigar algumas das fraquezas associadas aos surfactantes
sintéticos, como a sensibilidade a 4gua, irritacdo cutanea em produtos cosméticos, efeitos
opticos em revestimentos, toxicidade para ecossistemas aqudticos e questdes de
biocompatibilidade em aplicagdes médicas (HAGAR et al., 2023; DICKINSON, 2009).

A formagdo de espuma estd intrinsecamente relacionada a estrutura do surfactante,
em particular, a presenca de uma longa cadeia apolar. O alongamento dessa "cauda de
hidrocarboneto" resulta em uma espuma de maior volume e maior estabilidade (LEE et al.,
2019). A avaliagdo da capacidade de um surfactante em gerar espuma frequentemente se
baseia na sua habilidade de formagdo de espuma (FC) sob diferentes condi¢cdes (WANG et
al., 2016; WANG e CHEN, 2013). Por outro lado, a estabilidade da espuma (FS) esté

diretamente relacionada a longevidade e a resisténcia da espuma, sendo influenciada pelas
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propriedades da pelicula liquida que a compde. E relevante destacar que a viscosidade da
pelicula liquida desempenha um papel fundamental na determinacdo da estabilidade da
espuma, sendo que maior viscosidade contribui para maior robustez e durabilidade
(WANG et al., 2017).

Multiplos aspectos, como o movimento browniano, a CMC e a viscosidade,
apresentam uma notavel sensibilidade a temperatura. Especificamente, a viscosidade da
pelicula liquida inicialmente aumenta com o aumento da temperatura da fase liquida, para
posteriormente declinar. Portanto, a temperatura na qual ocorre a formagao da espuma
desempenha um papel crucial na determinagao tanto da capacidade de formagao de espuma
(FC) quanto da estabilidade da espuma (FS). A geracdo de espuma esta intrinsecamente
vinculada a estrutura do surfactante, mais precisamente a presenga de uma extensa cadeia
apolar. O alongamento dessa "cauda de hidrocarboneto" resulta em uma espuma de maior
volume e notédvel estabilidade (WANG et al., 2017).

Quanto aos impactos, hd uma certa preocupa¢do quanto ao descarte dos
surfactantes, pois podem afetar o meio ambiente. Como a grande maioria tem origem
sintética derivados do petrdleo, o descarte ocorre muitas vezes na dgua. Sendo assim, o
excesso dessa substancia na natureza pode acarretar sérios danos, inclusive toxicidade aos
mamiferos e bactérias (JOHNSON et al., 2021; YING, 2006).

Pal et. al. (2018) destacaram os desafios e perspectivas futuras para técnicas de
recuperagdo avancada de petroleo baseadas em surfactantes e, para tanto, foram
apresentados diversos mecanismos, como alteracdo de molhabilidade, tensdo interfacial,
reducdo, comportamento da fase de microemulsdo, entre outros. Para obtenc¢do dos
resultados, os autores utilizaram experimentos de laboratdrio, bem como estudo de campo
e dados obtidos usando varios surfactantes. Como conclusao, eles finalizaram ressaltando
a importancia do estudo para que pesquisadores e profissionais da drea compreendam a
situagdo atual e planejem futuros empreendimentos de acordo com o apresentado.

Yang, Zhao e Lai (2023) exploraram a sintese e as propriedades dos "pontos
quanticos de carbono" (CDs) anfifilicos, destacando sua importancia como nanomateriais.
Os CDs anfifilicos foram sintetizados de forma eficiente, com C12-CDs e C12-SCDs sendo
os principais focos. A caracterizagdo abrangente desses materiais revelou que os C12-CDs
apresentam maior atividade superficial em comparagdo com surfactantes convencionais,
como lauril glucosideo APG12 e dodecilbenzenossulfonato de sédio (SDBS). Os C12-CDs
foram encontrados formando micelas de aproximadamente 100 nm de didmetro em

solucdo. As curvas de tensdo superficial evidenciaram o impacto do pH, temperatura e sais
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inorganicos nas propriedades superficiais dos CDs. Os C12-SCDs, com grupos sulfonato
adicionados, mostraram uma notavel resisténcia a cloreto de sdédio “NaCl” e cloreto de
calcio “CaCl2”. Além disso, os CDs anfifilicos demonstraram uma eficiéncia superior na
remogao de peliculas de 6leo e uma notéavel alternancia de molhabilidade em comparagao
com surfactantes tradicionais, gracas aos seus grupos funcionais variados. As emulsdes
Pickering estabilizadas por C12-SCDs revelaram um desempenho reversivel em resposta
ao pH e didxido de carbono (CO2), sugerindo potenciais aplicagdes em sistemas sensiveis
a pH e dioxido de carbono (CO2). Quando se tratou da dispersao de nanotubos de carbono,
os CDs superaram surfactantes tradicionais. Sua capacidade de dispersao foi atribuida ao
efeito hidrofobico e ao empilhamento m-n. Os C12-SCDs, em particular, com grupos
sulfonato, exibiram um desempenho ainda melhor devido a resisténcia estérica e a repulsao

eletrostatica.

3.2.1 Surfactantes Naturais

Os surfactantes naturais sdo obtidos diretamente de fontes naturais sem sinteses
organicas, aonde o produto vem de algum processo de separagdo (FARIAS et al., 2021;
PRADHAN ¢ BHATTACHARYYA, 2017, HOLMBERG, 2001). Diante disso, verifica-
se uma certa dificuldade quanto a essa substancia devido a sua escassez, que nao se resume
a falta de produtos, mas sim pelo custo elevado de producdo. O aprimoramento de
processos fermentativos com rendimentos adequados seria uma alternativa para reverter a
situacdo desfavoravel relacionada a esse custo. De forma mais ampla, seria possivel
considerar também os surfactantes cujas matérias-primas tém origem natural (BANAT et
al.,2021; BRUMANO, SOLER e DA SILVA 2016).

Com a crescente preocupagdo com o estado do meio ambiente e as novas
regulamentagdes, tem havido um aumento gradual na busca por produtos menos
prejudiciais ao meio ambiente e mais naturais. Essa tendéncia também se reflete no uso de
surfactantes, uma vez que a demanda por tensoativos naturais estd em ascensdo. No
entanto, a principal dificuldade est4 relacionada ao fato de que a maioria dos surfactantes
ainda ¢ derivada do petrdleo (DIAS e NITSCHKE, 2023; NITSCHKE e PASTORE, 2002).
Existem diversos compostos com propriedades surfactantes que sdo produzidos por
organismos vivos, sendo os biossurfactantes um dos principais da classe (BRAZ et al.,

2023; BEZERRA et al., 2018)
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Nitschke e Pastore (2002) e Nagtode ef al. (2023) listam os principais grupos de
tensoativos de origem natural utilizados comercialmente: Alquil poliglicosidios;
Biotensoativos; Amidas de 4cidos graxos; Aminas de 4cidos graxos; Glucamidas;
Lecitinas; Derivados de proteinas; Saponinas; Sorbitol e ésteres de sorbitan; Esteres de
sacarose; Sulfatos de alcoois graxos naturais.

Norouzpour et al. (2023) destacaram o uso de um surfactante natural derivado da
planta de beterraba vermelha (RB) para aplicagdes de recuperacdo avancada de petroleo
(EOR) em reservatorios carbonaticos. A saponina extraida da RB foi caracterizada por
meio de analises de TGA, FT-IR, 1H NMR e FESEM, e revelou ser um surfactante ndo
i6nico. A CMC do surfactante RB foi de 2.500 ppm, e a tensdo interfacial medida (IFT) no
ponto CMC foi de 9,92 mN/m para dgua deionizada. O estudo de inundag¢do com diferentes
concentracdes de NaCl, usando o surfactante RB, mostrou aumento significativo na
recuperagdo terciaria, com acréscimo de 26,29% no 6leo original in situ (OOIP). Isso foi
atribuido a uma reducdo consideravel no angulo de contato de 151,4° para 42,14° ¢ uma
diminui¢ao nos valores de IFT de 33,87 para 9,27 mN/m. O uso desse surfactante natural,
juntamente com a "agua inteligente", demonstrou ser uma abordagem ecologicamente
correta e eficaz para EOR em reservatorios carbondticos, proporcionando uma recuperagao
aprimorada de petroleo de até¢ 80,40%. Essa abordagem ¢ vantajosa por sua
sustentabilidade e menor custo em comparagdao com surfactantes comerciais.

Smulek ef al. (2023) realizaram um estudo sobre emulsdes carregadas de vitaminas
em matriz de hidrogel de agar dispersa com surfactantes vegetais. Neste estudo foi
desenvolvido um sistema multifasico que combina um gel a base de dgar com emulsdes
contendo vitaminas A e E. Saponinas de Sapindus mukorossi foram usadas como
emulsificantes para essas vitaminas. O foco da pesquisa incluiu a avaliagdo da estabilidade
dos sistemas multifasicos, a cinética de liberagdo e a eficiéncia das vitaminas. Essa
pesquisa inovadora buscou aplicar saponinas na formulagao de produtos alimentares e
suplementos. O estudo demonstrou que as saponinas de Sapindus mukorossi sdo eficazes
emulsificantes para as vitaminas A e E em dgua, permitindo a criacdo de emulsdes estaveis
com goticulas muito pequenas. Essas emulsdes serviram como base para a produgdo de
hidrogéis de agar. A presenca das vitaminas e do surfactante ndo teve impacto significativo
nas propriedades dos hidrogéis, incluindo sua cor. Os testes realizados, como LF-RMN e
microscopia, confirmaram o sucesso na preparacao de sistemas multifasicos. Este estudo
representa um avango na criacdo de novos sistemas para a entrega controlada de agentes

ativos. Além disso, a adicdo das vitaminas ndo afetou substancialmente as propriedades
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mecanicas dos hidrogéis, enquanto a concentracao de agar teve impacto mais significativo.
Em particular, os hidrogéis mais estaveis continham 24 mg/mL de dgar. Em resumo, o
estudo alcangou com sucesso seu objetivo, mostrando que os hidrogéis de agar, formados
a partir de emulsdes de vitaminas A e E estabilizadas por saponinas, t€ém propriedades

fisico-quimicas que os tornam promissores para aplicagdes em medicina e cosmetologia

3.3 Saponinas

As saponinas compdem um grupo de glicosideos de terpenos policiclicos ou
esterdides presentes em plantas, cuja principal caracteristica ¢ a formag¢ao de espuma
quando agitadas em solugdes aquosas. Seu sabor atipico amargo justifica sua ampla
ocorréncia no reino vegetal e, por sua vez, a protecao destas contra o meio. Diante disso,
foram consideradas por muito tempo como ingredientes indesejaveis pelo sabor e pelos
efeitos prejudiciais ao sistema gastrointestinal caso consumida em grandes quantidades.
Sao também caracterizadas como fitoquimicos naturais, € ocorrem em entre trés e quatro
espécies de plantas (CHIGWEDERE, WANASUNDARA e SHAND, 2022; DAWID e
HOFMAN, 2012).

Em relagdo a estrutura, as saponinas podem ser classificadas em triterpénicas,
apresentando um ntcleo composto por cinco anéis € 30 atomos de carbono, e esteroidais,
cuja aglicona ¢ constituida por 27 carbonos. Quanto a por¢ao glicosidica, as saponinas sao
classificadas como monodesmosidicas, quando a aglicona ¢ substituida por um agticar ou
uma Unica cadeia de agtcares, ou bidesmosidicas, quando possuem dois aguicares ou duas
cadeias de actcares ligadas a aglicona (YANG, LAVAL e YU, 2021; EL AZIZ, ASHOUR
e MELAD, 2019; CHEIKH-ALI et al., 2019; VINCKEN et al., 2007). Na Figura 2 sdo

apresentadas estruturas de saponinas esteroidais e triterpénicas.
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Figura 2. Estrutura representativa de saponinas triterpénicas (a) e esteroidais (b).
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Fonte: Juang e Liang (2020).

Sua estrutura quimica complexa composta por um nucleo lipofilico (esteréide ou
triterpeno) e uma por¢ao hidrofilica (formada por uma ou mais cadeias laterais de agucares)
(LIAO et al., 2021; FARIAS et al., 2021) confere o carater anfifilico as moleculas.

As saponinas sdo ingredientes interfaciais ativos em plantas em que a formacgao €
composta por uma estrutura hidrofobica de aglicona com residuos hidrofilicos de agucar.
Podem ocorrer determinadas variagdes na estrutura da aglicona, bem como no tipo e
quantidade de residuos de agucar conforme a origem botanica. As saponinas sdo uma classe
heterogénea e ampla de substancias naturais e, portanto, a relagdo entre estrutura molecular
e propriedades interfaciais ¢ complexa e, ainda, ndo completamente compreendida (XU,
WAN e YANG, 2021; SANCHEZ e PATINO, 2021; BOTTCHER, DRUSCH, 2017).

As saponinas sdo compostos altamente soliiveis em dgua e, quando dissolvidas, os
residuos hidrofilicos de agucar sdo amplamente hidratados. Além disso, devido as suas
propriedades surfactantes, ou seja, sua capacidade de reduzir a tensdo superficial, sdao
amplamente utilizadas na induastria cosmética para a produgdo de batons e xampus, bem
como na industria alimenticia como flavorizante e agente espumante (RAI et al., 2021;
SCHREINER et al., 2021). As espécies vegetais mais utilizadas comercialmente na
extragao desses compostos sao Yucca schidigera e Quillaja saponaria (DE SOUZA et al.,

2019).
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Estudos tém demonstrado a atividade imunomodulatéria das saponinas como
adjuvantes em vacinas. A descoberta dessa propriedade ocorreu na década de 1920, e a
primeira utilizagdo como adjuvante em vacinas ocorreu em 1951 (SHARMA et al., 2020;
SONG e HU, 2009). Desde entdo, muitas pesquisas tém sido realizadas com base na
utilizacao da saponina como adjuvante em vacinas de uso veterinario, sendo a espécie Q.
saponaria a mais utilizada e de maior destaque (CHEN et al., 2023; DE PAULA, 2014).

As espécies de saponinas de maior utiliza¢ao sdo Quillaja e seus derivados QS-21,
isolados da casca de Quillaja saponaria Molina. Estas possuem grande potencial de
estimulagdo do sistema imune e, diante disso, sdo de grande importancia no uso para
producgdo de alguns tipos de vacina, pois melhoram a eficacia das mesmas e facilitam a
absorcdo intestinal de grandes moléculas. Porém, um aspecto negativo que pode ser
relatado ¢ a grande toxidade das saponinas Quillaja e hemolitico indesejavel (TUCKER et
al., 2022; SCHREINER et al., 2021; GUERRA ¢ SEPULVEDA, 2020; FLECK et al.,
2019).

A espécie Quillaja saponaria tem sido estudada para o desenvolvimento de
atividades hipercolesterémicas, bem como para estimular a absor¢ao de antibidticos e
peptideos através das vias nasal e ocular outro dado interessante ¢ que foi detectada a
existéncia de saponinas em folhas de Quillaja brasiliensis, a qual destaca-se a importancia
de ser uma fonte renovavel, pois ndo ¢ necessario derrubar as arvores para obter o produto.
No entanto, o que dificulta a amplia¢do do uso dessa substancia para escala industrial é o
tempo para sua obtengdo, pois a retirada ocorre em espécies com idade superior a 30 anos
(DEL HIERRO et al., 2021; FLECK et al., 2019).

Espumas sao dispersoes de gases, geralmente constituidas por células de ar em uma
fase continua, frequentemente liquida. Em produtos como cerveja, mousse de chocolate,
tiramisu, preparagdes de café com espuma de leite, merengue, bolos e pao, as espumas
desempenham papéis essenciais em termos de textura e estrutura (HU e MENG, 2023;
ZHAN et al., 2022; FAMEAU e BRINKS, 2021; DAMODARAN, 2005; FOEGEDING e
DAVIS, 2011).

A produgdo de espuma demanda gasto de energia, uma vez que ampliar interfaces
ar-agua ¢ um processo termodinamicamente instdvel, sendo as interagdes entre as
moléculas de 4gua consideravelmente mais favorecidas em comparacao com as interagdes
entre as moléculas de agua e ar (HU e MENG, 2023; CAO et al., 2023).

Nesse contexto, ¢ importante destacar que a adi¢do de um surfactante desempenha

um papel significativo nesse processo, pois reduz a tensdo interfacial, facilitando assim a
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formacao de espuma. Vale ressaltar que a propria estrutura do surfactante, com uma parte
apolar (aglicona) e outra polar (glicona), contribui para essa capacidade, estabelecendo
uma conexdo direta com a necessidade de superar as barreiras energéticas inerentes ao
processo de formagao de espuma (FARIAS et al., 2021; JOHNSON et al., 2021).

A produgao de espuma por saponinas esta diretamente relacionada a combinagao
de uma sapogenina lipossoluvel (hidrofébica) com componentes de agucares soluveis em
agua (hidrofilico), conforme observado por Bezerra et al. (2018). Essas sapogeninas podem
ser categorizadas em diosgenina e hecogenina, ambas consideradas componentes bioativos
com valor farmacéutico significativo, como destacado por Gitanjai et al. (2023).

Estudos tém investigado as propriedades emulsificantes das saponinas, surfactantes
naturais encontrados em diversas fontes vegetais. Esses compostos, devido a sua estrutura
anfipatica, sao capazes de reduzir a tensao superficial entre fases imisciveis, como 6leo e
agua, facilitando a formacao e estabilizacdo de emulsdes (HONG et al., 2023 (CAl et al.,
2023; LIU et al., 2023).

As emulsdes 6leo em agua sdo a base de diversos produtos de grande relevancia
comercial na industria alimenticia, abrangendo bebidas, cremes, sobremesas, molhos,
temperos e sopas (MCCLEMENTS, 2004). Essas dispersoes coloidais compreendem
minusculas goticulas de 6leo dispersas em um meio aquoso. Emulsdes sdo sistemas
instaveis do ponto de vista termodinamico e se desestabilizam com o tempo por meio de
mecanismos como cremeacgao, floculacdo, coalescéncia e amadurecimento de Ostwald,
culminando na separacao de fases (LI ef al., 2016).

Os emulsificantes desempenham uma fungdo crucial ao facilitar a formagao e
manutencdo de emulsdes, que consistem em sistemas nos quais duas fases, como agua e
6leo, sdo uniformemente misturadas. Esses agentes surfactantes desempenham a funcao de
reduzir a tensdo superficial entre as fases, viabilizando a criacdo de pequenas goticulas
dispersas e impedindo a fusdo destas (MCCLEMENTS, BAI e CHUNG, 2017; RAVERA
etal.,2021; OZTURK ¢ MCCLEMENTS, 2016).

A atividade antimicrobiana das saponinas de diversas fontes foi relatada na
literatura (SANTANA et al., 2021, FLECK et al., 2019, SEN et al., 1998). Esses
surfactantes naturais apresentam efeito sinérgico notavel quando combinados com
antibioticos sintéticos, incluindo tetraciclina, eritromicina e ciproflaxina, anteriormente
considerados ineficazes devido a resisténcia desenvolvida por alguns patdégenos (SEM et

al., 1998; WEl et al., 2021).
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Fleck et al. (2019) afirmam que a agdo antimicrobiana das saponinas resulta de suas
propriedades detergentes, as quais conduzem a degradacdo dos lipidios da membrana
celular bacterianas, tornando-as permeaveis. Esse processo facilita consideravelmente a
passagem de moléculas através da parede bacteriana, incluindo agentes antibidticos. A
importancia desse mecanismo de acgdo torna-se evidente no contexto da busca por
alternativas antimicrobianas, uma vez que a capacidade das saponinas de alterar a
integridade da membrana bacteriana contribui significativamente para a eficacia no
controle de infec¢des (Khan et al., 2018).

A metodologia de difusdo em agar ¢ amplamente empregada na avaliacdo da
atividade antimicrobiana de extratos. A técnica consiste em impregnar discos de papel
estéreis com os extratos e coloca-los sobre o meio inoculado com microrganismos em uma
placa de Petri. Apos incubagao da placa, observa-se a formagdo de uma zona de inibi¢ao
ao redor dos discos, a qual indica a capacidade do extrato em inibir o crescimento
bacteriano ou fungico. Essa técnica ¢ valiosa na triagem de extratos naturais em busca de
agentes antimicrobianos, contribuindo para a identificagdo de compostos bioativos em um
contexto de crescente preocupacao com resisténcia bacteriana (CLSI, 2015).

Dong et al. (2020) examinaram saponinas em bactérias de origem alimentar e
observaram a degradagdo da parede celular, juntamente com a ruptura da membrana
citoplasmatica e das proteinas de membrana, resultando no vazamento do conteudo celular.
Além disso, Zaynab et al. (2021) destacaram que as saponinas sdo altamente eficazes
contra bactérias Gram-positivo e demonstram uma eficicia moderada contra bactérias
Gram-negativo.

Em seu estudo, Bottcher e Drusch (2017) fizeram uma revisdo sobre como a
estrutura da saponina afeta as propriedades interfaciais através de determinados
conhecimentos recentes sobre caracteristicas estruturais. Os autores inferiram que a
configuragdo interfacial pode diferir dependendo da origem botéanica e, portanto, da
estrutura das saponinas. A formacdo de fortes filmes interfaciais visco elasticos por
algumas saponinas foi atribuida a ligagdes de hidrogénio entre os residuos de aglcar
vizinhos. Poucos estudos analisaram a relagdo entre plantas origem e reologia interfacial.
Foi demonstrado ainda que as saponinas de Quillaja podem formar micelas carregadas com
substancias hidrofébicas, nanoemulsdes e espumas estaveis. A combinacao de proteinas
nao so resultou em um aumento no filme interfacial e na observagao de maior estabilidade,
mas também pode desencadear fendmenos adversos, como a agregacdo de goticulas de

0leo em emulsdes.
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El Aziz, Ashour e Melad (2019) relataram que a saponina das plantas medicinais ¢
uma molécula bioorganica de ocorréncia natural com alto peso molecular. A complexidade
quimica da saponina pode ser considerada, em muitos casos, como uma barreira para
muitos cientistas e pesquisadores entenderem a relagdo entre a estrutura quimica e seu
comportamento médico ou farmacéutico. Contudo, com a crescente demanda de aplicagdes
de saponinas, os autores desenvolveram um trabalho de revisdo demonstrando informagodes
detalhadas sobre a quimica da saponina, principalmente a saponina triterpendide. Os
resultados apresentaram as classificagdes, estrutura quimica, as possiveis formas
tradicionais de isolamento, qualitativas, ¢ determinagdo quantitativa de saponinas, as

diferengas estruturais entre os glicosideos triterpenoides, esteroides e alcaloides.

3.4.1 Métodos de extracao de saponinas

A extragdo das saponinas pode ser dividida em duas categorias: os métodos
tradicionais e as tecnologias sustentaveis. Entre os métodos convencionais, encontram-se
o Soxhlet, a extracdo por refluxo térmico e a maceragdo. Por outro lado, as tecnologias
sustentaveis abrangem a extracdo assistida por micro-ondas, a extragdo assistida por
ultrassom e a extragio acelerada por solvente (VELASQUEZ-FLOREZ e VELEZ-
SALAZAR, 2020; CHEOK, SALMAN ¢ SULAIMAN, 2014; HENG et al., 2013).

Segundo Velasquez-Florez e Vélez-Salazar (2020), a extragdo de saponinas por
meio de métodos tradicionais corresponde a aproximadamente 70% das praticas adotadas

por pesquisadores. A Figura 3 representa os métodos de extracdes mais empregados.

Figura 3. Técnicas atuais de extragdo empregadas na extragdo

de saponinas de materiais vegetais.
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Fonte: Cheok, Salman e Sulaiman, 2014.



36

A extracdo convencional tradicionalmente se apoia na capacidade de solubilizacao
do soluto presente nos materiais vegetais por meio de um solvente, com frequente
necessidade de consideraveis volumes de solvente para garantir a eficacia da extragdo do
composto desejado. Muitas vezes, esse método envolve o aquecimento e a agitacao
mecanica em temperaturas elevadas. Em contraste, as técnicas de extragdao sustentavel,
também conhecidas como extragdo verde, promovem abordagens quimicas mais seguras e
empregam produtos quimicos menos prejudiciais. Elas também buscam maior eficiéncia
energética e fazem uso de matérias-primas renovaveis, enquanto minimizam o impacto
ambiental (AZMIR et al., 2013).

O desenvolvimento de tecnologias de extragdo sustentavel segue esses principios,
que incluem a adogao da 4gua como solvente de extragdo e o controle preciso das varidveis
de pressdo e temperatura no processo, como ¢ o caso da extracao liquida pressurizada. A
técnica de extracdo por maceragdo ¢ uma abordagem no processo de extragdo solido-
liquido em que o material vegetal ¢ submerso em um solvente especifico por um periodo
predefinido (TAKEUCHI et al., 2009). A efetividade desse método ¢ predominantemente
influenciada por dois fatores fundamentais: a solubilidade e a difusdo eficaz. A solubilidade
segue a premissa essencial de "substancias semelhantes dissolvem-se mutuamente",
indicando que compostos com caracteristicas polares se dissolvem em solventes de
natureza polar, ao passo que compostos apolares se dissolvem em solventes apolares
(REICHARDT e WELTON, 2011).

Nao ¢ preciso recorrer a utensilios e equipamentos complexos para estabelecer um
sistema de extragdo por maceragdo, o que o torna uma op¢ao amplamente adotada por
pesquisadores. O Unico aspecto crucial a ser considerado para otimizar a extragdo € o
entendimento da correspondéncia entre a afinidade do composto bioativo e a polaridade do
solvente (CHEOK, SALMAN e SULAIMAN, 2014).

Cheok, Salman e Sulaiman (2014) conduziram uma revisdo abrangente sobre o
processo de maceragao de saponina vegetal. Os pesquisadores ressaltaram que os solventes
mais amplamente utilizados para a extra¢do de saponinas de material vegetal sdo o etanol
e o metanol, com preferéncia pelo etanol, possivelmente devido a preocupagdes ambientais.
O método de extragc@o por maceragdo ¢ reconhecido por demandar um periodo prolongado,
por vezes estendendo-se por semanas. Para otimizar essa abordagem, frequentemente, a
extragao ¢ facilitada por meio de agitadores mecanicos (CHENG et al., 2011; HUHMAN
et al., 2005; LEE et al., 2009; SYLWIA et al., 2006) ou agitagdo magnética (VERZA et

al., 2012), buscando reduzir o tempo necessario para a extragao.
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O método Soxhlet ¢ uma técnica de extracdo por lixiviacdo empregada para isolar
compostos soluveis de um solido insoluvel, baseando-se no principio de movimento
ascendente e descendente do solvente. O processo inicia-se com o aquecimento do solvente
em um baldo de destilagao. O vapor resultante sobe pelo condensador, onde se condensa,
formando o solvente coletado. Em seguida, desce pelo tubo de descida, entrando em
contato com o solido para dissolver os compostos soliveis presentes. O solvente, agora
saturado com os compostos soluveis, retorna ao baldo, reiniciando o ciclo, que se repete
até que a extragdo esteja completa. As vantagens do método Soxhlet residem em sua
eficacia na extracdo de compostos soluveis de s6lidos nao soluveis, aliada a sua relativa
simplicidade. No entanto, as desvantagens incluem a possibilidade de o processo ser lento
e a necessidade de uma quantidade consideravel de solvente. O método Soxhlet encontra
aplicacdo em diversas areas, como a extragdo de 6leos essenciais, cafeina, flavonoides e
vitaminas. Também ¢ utilizado na extracdo de compostos toxicos, exigindo precaucdes de
seguranga, como a utiliza¢ao de Equipamentos de Prote¢do Individual (EPIs).

Devido a semelhanga no principio de operagdo entre as extracdes Soxhlet e de
refluxo, a discussao ¢ conduzida sob o0 mesmo subtitulo. A tnica distin¢ao entre o refluxo
e o Soxhlet reside no fato de que o aparato Soxhlet inclui um dedal para acomodar o
material vegetal. Tanto a extracao por refluxo quanto a Soxhlet empregam um processo de
destilagdo amplamente utilizado em laboratérios, bem como nas industrias alimenticias e
ndo alimenticias. O procedimento implica aquecer uma solu¢do até a ebulicdo e, em
seguida, redirecionar os vapores condensados de volta ao recipiente original (BART,
2011). Uma desvantagem comum nas extragdes por refluxo e Soxhlet € a sua demora, uma
vez que € necessario pelo menos uma hora para realizar uma extracdo (CHEOK, SALMAN
e SULAIMAN, 2014). Na extracao por refluxo e Soxhlet o solvente mais utilizado continua
sendo o etanol, conforme mencionado por Cheok, Salman e Sulaiman (2014).

As micro-ondas sdo ondas eletromagnéticas ndo ionizantes que operam dentro de
uma faixa de frequéncia de 0,3 a 300 GHz (HENG et al., 2013; TAKEUCHI et al., 2009).
Recentemente, o0 método de extracdo assistida por micro-ondas (MAE) tem se destacado
na obtencdo de compostos bioativos a partir de material vegetal devido ao seu rapido
processo de extracdo, ao uso minimo de solvente e ao mecanismo de aquecimento peculiar
associado (HENG et al., 2013). Além disso, aplicacdes recentes do MAE para a extracao
de metabolitos secundarios de plantas, como flavonoides, quinonas, fenilpropanoides,

terpenoides, alcaloides e saponinas, foram examinadas (ZHANG, YANG e WANG, 2011).
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A extracdo assistida por ultrassom ¢ uma técnica eficaz que utiliza ondas
ultrassOnicas para aprimorar a extracdo de compostos de matrizes solidas ou liquidas. O
procedimento envolve a preparagdo da amostra, adicdo do solvente e aplicagdo de
ultrassom, gerando cavitagdo que intensifica a transferéncia de massa e calor. O processo
¢ realizado em ciclos e visa evitar superaquecimento. Apos a filtragem da amostra, o
liquido contendo os compostos extraidos pode passar por etapas de purificagdo ou andlise.
Essa técnica ¢ aplicada em diversos setores, oferecendo vantagens como tempos de
extragao reduzidos, menor consumo de solventes e capacidade de extrair compostos
termossensiveis. Ha dois tipos principais de sistemas de ultrassom, sendo eles a sonda de
ultrassom, mais potente, ¢ banho de ultrassom, eficaz para processar grandes volumes,
embora possa ter efici€ncia ligeiramente inferior, requerendo, por vezes, um sistema de
resfriamento (CHEOW et al., 2021; CHEOK et al., 2013).

Poucos estudos abordaram o impacto do ultrassom nas propriedades tecnoldgicas e
na bioatividade dos alimentos (SORIA ¢ VILLAMIEL, 2010), bem como as implica¢des
da extragdo assistida por ultrassom nos principios bioativos de ervas (VINATORU, 2001),
na industria alimenticia e em processos (VILKHU et al., 2008). Embora a extragdo assistida
por ultrassom seja amplamente utilizada na extracdo de diversos compostos bioativos
(CHEOK et al., 2013; DE KONING et al., 2009; JADHAV et al., 2009; ZHANG et al.,
2008).

A extragdo acelerada por solvente ¢ um método de separag@o de substancias de uma
matriz, como plantas ou alimentos. Esse processo inclui a escolha de um solvente adequado
para dissolver seletivamente os elementos desejados da amostra. Apos o contato entre a
amostra € o solvente, a mistura ¢ segregada, a solucdo ¢ concentrada e os elementos
extraidos podem ser analisados ou aplicados para diferentes propositos. A aceleragao do
procedimento ¢ obtida através de condi¢des como alta pressdo e temperatura. Esse método
¢ extensamente empregado em diversas dreas, abrangendo a quimica analitica e a

farmacologia (HENG et al., 2013; MUSTAFA e TURNER, 2011).

3.4.2 Quantificacdo de saponinas

Antes de proceder a quantificacdo das saponinas totais de uma fonte vegetal, ¢
apropriado realizar um método simples para verificar a presenga dessas substancias. Isso
pode ser realizado colocando o material vegetal em um tubo de ensaio contendo 4gua

destilada e agitando vigorosamente por 2 minutos (NCUBE et al., 2011). A observacao de
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espuma estavel e persistente na superficie do liquido por 15 minutos indica a presenca de
saponinas. A quantificacdo das saponinas vegetais ¢ comumente conduzida por métodos
espectrofotométricos e cromatograficos. A diferenca fundamental entre a expressdao
quantitativa desses dois métodos € que a espectrofotometria fornece um valor de saponina
total, a0 passo que a cromatografia quantifica a presenca de uma saponina especifica
(CHEOK, SALMAN e SULAIMAN, 2014).

A técnica espectrofotométrica tornou-se uma escolha popular para a quantificagdo
de saponinas em materiais vegetais devido a sua simplicidade, rapidez e baixo custo
operacional. O método mais frequentemente escolhido na quantificagdo de saponinas
vegetais por espectrofotometria ¢ o ensaio de acido vanilina-sulfarico, que permite a
determinagdo das saponinas totais (DINI, TENORE E DINI, 2009; CHEOK, SALMAN e
SULAIMAN, 2014). Entretanto, ¢ essencial levar em consideracdo alguns fatores, como a
escolha de padrdes, o comprimento de onda e outros, antes de aplicar este método. O
principio fundamental dessa abordagem baseia-se na reacdo de saponinas triterpénicas
oxidadas com vanilina (WU et al., 2019). Neste processo, o acido sulfirico atua como
agente oxidante, e a coloracdo distintiva resultante dessa reacdo ¢ de tonalidade roxa,
podendo, por vezes, ser empregado acido perclorico (ONIHA, AHUEKWE e AKINPELU,
2023; ZHANG et al., 2023; CHEOK, SALMAN e SULAIMAN, 2014)

As saponinas sdo isoladas e purificadas de materiais vegetais em diversos estudos
utilizando métodos cromatograficos para a identificagdo de compostos saponinicos
especificos (LIGOR et al., 2018; EL AZIZ, ASHOUR e MELAD, 2019) e para investigar
suas propriedades farmacéuticas (JOLLY ef al., 2023). Entre os métodos cromatograficos
mais frequentemente empregados estdo a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
(Bl et al., 2012, HE et al., 2012, MOSTAFA et al., 2013) e a cromatografia em camada
delgada (TLC) (ADAO et al., 2011, PATEL et al., 2012). Além disso, a quantificagio de
saponinas também foi realizada por meio da cromatografia liquida de ultrapressdao (UPLC)
(VERZA et al., 2012, SERVENTI et al., 2013, HA et al., 2014, FOUBERT et al., 2010).

E notavel que a maioria dos estudos que aplicam o método HPLC tem como
objetivo principal a quantificagdo de um composto saponinico especifico. O conteudo
especifico de saponina detectado ndo apenas serve como uma valiosa referéncia de dados
para pesquisas futuras, mas também constitui uma solida base cientifica para fabricantes
de medicamentos interessados em processar a fonte vegetal especifica (CHEOK,

SALMAN e SULAIMAN, 2014).
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3.5 Sistema aquoso bifasico (SAB)

Os Sistemas Aquosos Bifasicos (SABs) sdao métodos de extracao liquido-liquido
amplamente utilizados em processos de concentracdo, isolamento e purificacdo de
substancias (SILVEIRA-LEITE et al., 2019; YU et al., 2019; HAMTA ¢ DEHGHANI,
2017; WU et al.,, 2017). Em condigdes especificas de concentragdo, pH, pressdo e
temperatura, as duas substancias hidrofilicas que compdem o SAB formam duas fases que
nao se misturam. Ademais, os sistemas podem ser compostos por dois polimeros, polimero
e sal, liquido i6nico e sal, ou alcool e sal (DARADMARE e LEE, 2022; PEREIRA,
FREIRE e COUTINHO, 2020; DIMITRIJEVIC et al., 2019; CHAKRABORTY e SEN,

2016). A Figura 4 abaixo representa o sistema.

Figura 4. Representagdo do Sistema Aquoso Bifésico (SAB).

ABS - ¥
~

Fonte: Freire et al. (2012).

Esses sistemas consistem em duas fases liquidas em equilibrio termodindmico, com
diferentes propriedades, como indice de refracdo, composi¢cdo e densidade, embora ndo
haja troca de matéria ou energia entre elas (DARADMARE e LEE, 2022; FREIRE et al.,
2012).

Os SABs tém se mostrado eficazes na particao e purificacao de biomateriais devido
a baixa tensao interfacial em relacdo a uma fase aquosa e uma fase nao aquosa. Além disso,
sdo amplamente utilizados na separagdo, concentracdo e purificagdo de moléculas
bioativas, proporcionando estabilidade e facilidade de reciclagem dos reagentes
(EBRAHIMI et al., 2023; SILVEIRA-LEITE et al., 2019).

Entre as vantagens dos SABs estdo alto rendimento, reciclagem de polimeros,
rapida operacdo, reducdo da desnaturacdo de proteinas e facilitacdo da separacdo de
materiais particulados (FERNANDES et al.,, 2020; KLANOVICZ et al., 2021;
DARADMARE e LEE, 2022;). Eles sdao particularmente uteis na concentracdo de
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proteinas, permitindo o controle do volume de cada fase (BELCHIOR et al., 2020; MENG
et al.,2019). Outro grande beneficio encontrado na utilizagdo do SAB para purificagdo das
proteinas, além do alto teor de 4gua e a seletividade dos sistemas, ¢ a facilidade de aumento
de escala e o baixo tempo de operacdo (SAHA, SARKAR e SEN, 2022; ASENJO,
ANDREWS, 2012).

Alves et al. (2022) investigaram a extracdo e purificacdo da protease a partir da
planta ora-pro-nobis (Pereskia aculeata Miller). Diversos parametros, como o pH da
solucdo extratora, o tempo de extracdo e a relagdo solido/liquido, foram avaliados para
determinar as melhores condi¢des de extracdo. Além disso, foram empregados sistemas
bifasicos aquosos (SAB) formados por polietilenoglicol e fosfato de s6dio como parte do
processo de purificacdo da protease. Os resultados mais eficazes foram alcangados em
condigoes especificas, com fosfato de sodio a pH 7,0, 60 min de tempo de extragdo e uma
relacdo liquido/solido de 21 mL/g. Observou-se que o aumento da massa molar dos
componentes do sistema bifasico aquoso resultou na expansao da regido bifasica, do
volume de exclusdo e do volume livre da fase superior. As proteases foram
preferencialmente particionadas para a fase superior, € a andlise da energia livre indicou
que esse processo ¢ espontaneo. Os sistemas estudados demonstraram alta seletividade,
recuperagdo da atividade da protease e um fator de purificagdo significativo. Isso sugere
que esses sistemas bifasicos aquosos podem ser uma alternativa eficaz para a purificacao
da protease obtida da ora-pro-ndbis, com implicagdes praticas na industria alimenticia e
em processos relacionados.

Zhuang et al. (2023) desenvolveram um estudo sobre a extragcdo da ficocianina, uma
proteina intracelular produzida em Spirulina sp. € amplamente utilizada na industria de
cosméticos, alimentos e suplementos como corante natural. No entanto, a extragdo da
ficocianina enfrentou limitagdes devido as propriedades das proteinas e as tecnologias
tradicionais de extragdo. A inovacao deste estudo reside na utilizagao de solventes eutéticos
profundos (Deep Eutectic Solvents - DES) como um método eficaz de extragdo, eliminando
anecessidade de solventes organicos prejudiciais. Em particular, o sistema bifasico liquido
DES/K2HPO4 (LBS) foi explorado como meio de extragdo. Neste sistema, a ficocianina €
extraida das células para a fase aquosa de fosfato inferior e, em seguida, transferida
seletivamente para a fase DES superior. Dentre os diversos DES testados, o ChCl-Ureia e
o ChCl-Glicerol se destacaram, proporcionando as maiores eficiéncias e rendimentos de
extragdo. No entanto, o DES sintetizado com glicerol enfrentou problemas de difusdo de

massa. Apos uma otimizag¢ao continua, o estudo alcangou uma eficiéncia de extracdo de
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94,2% e um rendimento de 92,0% usando o sistema ChCI-Ureia/K2HPO4. Essa solucao
inovadora apresenta potencial para produgdo em larga escala e é ecologicamente correta,
contribuindo para a extragdo sustentavel da ficocianina.

Basaiahgari e Gardas, (2021) procuraram oferecer uma sintese dos principais temas
de pesquisa e progressos recentes na area de Sistemas de Polimeros Refor¢cados (ABS) que
fazem uso de Liquidos Ionicos (ILs), contribuindo para a exploragdo de aplicagdes. Na
Figura 5 ¢ possivel observar os principais avangos do Sistema Aquoso Bifasico aplicado a

Liquidos Ionicos.

Figura 5. Diagrama esquematico representando varios desenvolvimentos recentes do

SAB. Sistema Aquoso Bifésico (SAB).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Material

4.1.1. Solventes, reagentes e produtos quimicos

A saponina da casca de Quillaja saponaria Molina (QBS — Quillaja Bark Saponin),
com pureza de 32%, composta por uma mistura de glicosideos triterpénicos ciclicos
extraidos da casca da referida arvore, foi adquirida da Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO,

EUA). Os solventes utilizados incluiram etanol (pureza > 99,5%), adquirido da Merck
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(Darmstadt, Alemanha), 4cido sulfirico da NEON Comercial Ltda. (Sao Paulo, Brasil), e
hexano da Dindmica Quimica Contemporanea Ltda. (Sao Paulo, Brasil). Demais reagentes
empregados incluiram vanilina e sulfato de amonio (pureza > 99%), fornecidos pela Synth
(Sao Paulo, SP, Brasil). O 6leo de soja foi obtido no comércio local de Montes Claros —
MG. O corante Sudan III foi adquirido da Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO, EUA).

A 4gua destilada foi utilizada em todas as etapas experimentais, exceto nos testes
de particdo em sistemas aquosos bifasicos (SABs), para os quais empregou-se agua
deionizada.

Esta pesquisa foi registrada no Sistema Nacional de Gestao do Patrimonio Genético

¢ do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen), sob o nimero de registro A900788.

4.1.2. Residuos de frutos do Cerrado e Caatinga

Residuos de buriti (epicarpo fibroso e endocarpo lenhoso), pequi (epicarpo),
macauba (epicarpo e mesocarpo fibroso residual) e umbu (epicarpo e endocarpo lenhoso)
foram doados pela Cooperativa dos Agricultores Familiares e Agroextrativistas Grande
Sertdo Ltda, entidade de direito privado com sede em Montes Claros, MG. Os residuos
foram recebidos previamente secos e, em seguida, foram identificados e acondicionados

em embalagens plasticas lacradas a vacuo e armazenadas a -18 °C até o uso.

4.1.3 Cominuicio e analise granulométrica dos residuos de frutos do Cerrado e
Caatinga

Antes da moagem, os residuos armazenados foram descongelados a temperatura
ambiente. O residuo de umbu, devido a sua estrutura lenhosa, foi previamente fragmentado
manualmente para viabilizar a etapa de cominuigdo. A determinacdo granulométrica foi
realizada em conjunto de peneiras ASTM e o didmetro médio dos residuos (dmg) foi
determinado segundo o método proposto pela ASAE Standarts (ASAE, 1998), conforme
Equagdo 1:

i=110g [wilog(d; x di+1)0’5]} (Eq. 1)
Yiwi

dmg = exp {Z

Onde: d; é a abertura nominal da i-ésima peneira (mm); d;,; é a abertura nominal da

peneira (i+1) (mm) e w; ¢ a massa de material retido na i-ésima peneira.
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4.2 Métodos

PARTE 1 - Triagem dos residuos de frutos do Cerrado e Caatinga

4.2.1. Avaliacao do processo de extraciao de saponinas

Foi avaliado o processo de extragdo, avaliando-se os efeitos dos fatores: tempo (1
a 4 h), temperatura (25 a 45 °C) e concentrag@o de etanol no solvente extrator (20 a 80%).
Para isso, aplicou-se o delineamento fatorial Box-Behnken com 3 fatores em 3 niveis e 3
repetigdes no ponto central, totalizando 15 experimentos, conforme matriz apresentada na

Tabela 2. Os experimentos foram realizados de forma aleatdria e no mesmo dia.



45

Tabela 2 — Planejamento experimental do delineamento de Box Behnken para avaliagao
dos efeitos das variaveis tempo (x;), temperatura (x,) e concentragdo de etanol (x3) sobre
a extragdo de saponinas a partir de residuos de frutos do Cerrado e Caatinga

Fatores e niveis codificados Fatores e niveis reais
Ensaio X1 Xy X3 X1 Xy X3
1 -1 -1 0 1,0 25 50
2 1 -1 0 4,0 25 50
3 -1 1 0 1,0 45 50
4 1 1 0 4,0 45 50
5 -1 0 -1 1,0 35 20
6 1 0 -1 4,0 35 20
7 -1 0 1 1,0 35 80
8 1 0 1 4,0 35 80
9 0 -1 -1 2,5 25 20
10 0 1 -1 2,5 45 20
11 0 -1 1 2,5 25 80
12 0 1 1 2,5 45 80
13 0 0 0 2,5 35 50
14 0 0 0 2,5 35 50
15 0 0 0 2,5 35 50

Fonte: Do autor, 2023.
Nota: x; = tempo (horas); x, = temperatura (°C); x5 = etanol %m/m.

O processo de extragdo seguiu o método de Le ef al. (2018) com algumas
adaptagdes. As extracdes foram realizadas em frascos Erlenmeyr de 250 mL contendo 1,5
g de residuo em pd e 30 mL de solvente extrator, sob agitacdo continua de 250 rpm em
incubadora refrigerada com agitacdo orbital (6430B Touch, Thoth Equipamentos, Brasil).
Apos a extragdo, os residuos solidos foram removidos por filtracdo e os extratos obtidos

foram mantidos em frascos de vidro tampados a -18 °C até serem utilizados.

4.2.2 Quantificacio de saponinas totais

A concentragdo de saponinas totais foi determinada de acordo com o método

colorimétrico de vanilina-acido sulftrico, seguindo o protocolo de Dini, Tenore e Dini
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(2009), com algumas modificacdes. Inicialmente, em tubos de vidro, 250 uLL da amostra
(extratos de umbu, macauba, pequi e buriti) foram misturados com 250 pL de solucdo
alcodlica de vanilina a 1% (m/V), seguidos da adi¢do de 2,5 mL de 4cido sulftrico a 72%
(V/V). As tampas foram levemente rosqueadas aos tubos e apds homogeneizacao, a mistura
foi aquecida a 60 °C por 15 minutos e, em seguida, resfriada em banho de gelo por 10
minutos. A absorbancia foi medida em um espectrofotdmetro a 546 nm e a concentracao
de saponina total (mg/mL) foi estimada a partir de uma curva padrdo previamente
preparada utilizando saponina de Quillaja. Para o branco, utilizou-se dgua no lugar da

amostra (extrato).

4.2.3 Analise estatistica

A fim de avaliar o efeito dos fatores tempo, temperatura e concentracao de etanol
sobre a extragdo de saponinas, os resultados no delineamento Box-Behnken foram
submetidos a analise de variancia e uma analise de regressao foi realizada com o objetivo
de obter um modelo matematico para prever a variavel resposta Y (teor de saponina),

conforme Equagao 2:

3 3 3
Y =p+ Zﬁixi + Zﬁiixiz + Z Bijxix;
i=1 i=1

i<j=1

(Eq. 2)

Sendo By, Bi, Bi; € Bij os efeitos global, linear, quadratico e de interagdo entre as variaveis,
respectivamente; x; € x; representam as variaveis independentes ndo codificadas (isto €,
em termos dos valores reais).

Os modelos foram avaliados em termos de sua significancia e a adequacao, avaliada
pela falta de ajuste do modelo e pelo coeficiente de determinacgdo (R?). Apenas os termos
significativos foram mantidos no modelo, exceto quando necessario manter a hierarquia.
As analises foram realizadas ao nivel de significancia de 5%, utilizando o software SAS

University.

PARTE 2 — Avalia¢do da particao de saponina em sistema aquoso bifasico composto por
etanol e sulfato de amonio

Os extratos obtidos dos residuos de umbu e macatiba apresentaram concentragoes

mais elevadas de saponina, sendo, portanto, utilizados etapas seguintes.
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4.2.4 Particao de saponina em sistema aquoso bifasico

A particdo de saponina em sistema aquoso bifasico (SAB) composto por etanol e
sulfato de amonio foi avaliada em diferentes concentracdes de sal e alcool, e temperatura
de particao, conforme delineamento experimental adotado (item 4.2.5, Tabela 3). Para isso,
sistemas com massa total de 5 g foram preparados em tubos graduados de 15 mL providos
de tampa a partir de solugdes estoque de etanol (80% m/m) e sulfato de amonio (40% m/m),
nas concentragdes pré-definidas. A todos os sistemas foram adicionados 100 pL de extrato
de saponina (obtido conforme descrito no item 4.2.2, Parte 1). Os tubos foram tampados,
agitados vigorosamente e mantidos em repouso por 1 h em incubadora BOD nas diferentes
temperaturas de trabalho para permitir a separacdo de fases. Decorrido esse intervalo, o
volume das fases superior e inferior foi registrado e as fases resultantes foram
cuidadosamente separadas para avaliacdo da concentracao de saponinas totais.

O coeficiente de particdo (k) foi determinado pela razdo entre a concentragdo de
saponinas totais nas fases superior ([sap]syyp) € inferior ([sap];ns), conforme Equagdo 3:

[Sap]sup (Eq- 3)
[saplin f

s =

A determinacdo da concentragdo de saponinas totais nas fases foi realizada
conforme descrito no item 4.2.2. Como branco, foram utilizadas as respectivas fases

provenientes de SAB preparados sem adicao do extrato de saponina.

4.2.5 Delineamento experimental e analise estatistica

Visando verificar a influéncia das variaveis teor de sal (17 a 19% m/m), teor de
alcool (26 a 28% m/m) e temperatura (25 a 45 °C), realizou-se um delineamento composto
central de face centrada para 3 fatores (x;, concentracdo de etanol; x,, concentragdo de
sulfato de amonio; x3, temperatura) em 3 niveis, com 3 repetigdes no ponto central,
totalizando 17 experimentos, conforme matriz apresentada na Tabela 3. A andlise

estatistica a partir dos resultados obtidos foi realizada conforme descrito no item 4.2.3.
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Tabela 3 — Matriz do delineamento experimental utilizado para avaliagdo dos efeitos das
variaveis concentragdo de etanol (x;), concentracdo de sulfato de amonio (x,) ¢
temperatura (x3) sobre a particdo de saponinas obtidas a partir de residuos de umbu e
macauiba

Fatores e niveis codificados Fatores e niveis reais
Ensaio X1 Xy X3 X1 Xy X3
1 -1 -1 -1 26 17 25
2 1 -1 -1 28 17 25
3 -1 -1 1 26 17 45
4 1 -1 1 28 17 45
5 -1 1 -1 26 19 25
6 1 1 -1 28 19 25
7 -1 1 1 26 19 45
8 1 1 1 28 19 45
9 -1 0 0 26 18 35
10 1 0 0 28 18 35
11 0 0 -1 27 18 25
12 0 0 1 27 18 45
13 0 -1 0 27 17 35
14 0 1 0 27 19 35
15 0 0 0 27 18 35
16 0 0 0 27 18 35
17 0 0 0 27 18 35

Fonte: Do autor, 2023.
Nota: x; , x, € x5 representam as concentragdes (% m/m) de etanol e de sulfato de amonio, e a temperatura
(°C) de partigdo, respectivamente.

Etapa 3 - Caracterizacdo dos extratos de saponina obtidos a partir de residuos de
frutos do Cerrado e Caatinga

4.2.6 Obtencao dos extratos concentrados de umbu e macauba

Os extratos de umbu e macauba foram concentrados utilizando evaporador rotativo

(LGI-52CS-1, LGI Scientific, Brasil). Inicialmente, 500 mL de cada amostra foram
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transferidos para um baldao de fundo redondo, o qual foi mantido sob aquecimento a 50 °C
em banho termostatico para evaporacao do solvente (etanol) sob vacuo. O procedimento
de concentracdo do extrato foi interrompido ap6s uma redugdo de 5 vezes do volume inicial
das amostras. Em seguida, as solug¢des resultantes foram transferidas para frascos de vidro
cobertos com papel aluminio perfurado e mantidas em repouso na capela de exaustao,

possibilitando a evaporagdo do solvente remanescente nas amostras.

4.2.7 Determinacao da estabilidade da emulsao

A estabilidade da emulsdo (ES) corresponde a capacidade da emulsdo de manter
suas propriedades estruturais ao longo do tempo, resistindo a separagdo de fases e a
formacdao de coalescéncia ou creme (Schreiner ef al., 2021).

Para a avaliagdo da estabilidade, foram utilizados os extratos concentrados de umbu
e macauba, previamente ajustados para uma concentracao final de 0,35 mg/mL, utilizando
agua destilada como diluente.

As emulsdes foram preparadas na propor¢ao oOleo/dagua de 33:67 (m/m),
empregando 6leo de soja como fase oleosa. A mistura das fases foi realizada em
homogeneizador do tipo Turrax (modelo T-18, IKA, Alemanha) a 2.000 rpm durante 3
minutos, para adequada dispersao da fase oleosa na fase aquosa.

A estabilidade foi avaliada por meio de andlise visual da emulsdao durante um
periodo de 24 horas, com registros fotograficos dos sistemas imediatamente apos a
homogeneizagdo e, posteriormente, apoés 1 hora e 24 horas de repouso em temperatura
ambiente (25 + 2 °C), conforme metodologia adaptada de Schreiner ef al. (2021).

Além disso, a avaliacdo da morfologia das emulsdes foi realizada por microscopia
optica (Nikon Eclipse 501, Pol Polarizing Microscope, Estados Unidos) ap6s o processo de
homogeneizagdo, permitindo uma analise qualitativa das caracteristicas estruturais das

emulsoes.

4.2.8 Determinacdo da capacidade de formacdo de espuma e estabilidade de
espuma

A formacdo de espuma pode ser avaliada com base em dois parametros: a

capacidade de formacao de espuma (FC) e a estabilidade de espuma (FS). Os extratos
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concentrados e ndo concentrados de umbu e de macatba foram ajustados com agua
destilada para concentragdo de saponina total de 0,2 mg/mL.

O procedimento para determinagdo de F'C e FS seguiu a metodologia empregada
por Schreiner et al. (2021), com modificagdes. Resumidamente, 3 mL de cada uma dessas
solucdes foram transferidos para tubos graduados de 15 mL, os quais foram tampados e
agitados manual e vigorosamente por 30 s. A altura inicial da amostra (antes da agitacdo)
e a altura total da amostra apds a formagao de espuma (apos agitacdo) foram medidas e
utilizadas para calcular a FC (Equacao 5). E para a determinacao da FS, ap6s a agitacao,
os tubos foram mantidos em repouso em incubadora BOD por 1 hora a 30 °C. Apds esse
tempo, a altura total da amostra foi registrada e o valor de FS foi calculado conforme a

Equacdo 4. As avaliacdes de FC e FS foram realizadas sem ajuste do pH das amostras.

Altura total da arr.loist?”a espumada (cm) X 100% (Eq. 4)
Altura inicial (cm)

FC (ou FS) =

4.2.9 Avaliacao da atividade antibacteriana

A atividade antimicrobiana dos extratos de residuo de macauba e de umbu
(concentrados e ndo concentrados), foi avaliada contra Staphyloccoccus aureus ATCC
25923 (bactéria Gram-positivo), Salmonella Typhimurium e Escherichia coli ATCC
25922 (bactérias Gram-negativo). As bactérias foram ativadas e cultivadas em caldo BHI
a 35°C por 18 h, em aerobiose. Subsequente, as culturas recém crescidas foram
centrifugadas e as células bacterianas foram ressuspensas em solugao salina estéril a 0,85%
e sua densidade foi ajustada com turvagdo correspondentes ao tubo 0,5 na escala de
McFarland.

A avaliacdo da suscetibilidade antimicrobiana ocorreu por meio do teste de disco-
difusdo em agar, seguindo as orientagdes do Instituto de Padrdes Clinicos e Laboratoriais
(CLSI, 2023). Aliquotas de 30 pL de extrato de umbu concentrado (EUC), extrato de umbu
nao concentrado (EUN), extrato de macauba concentrado (EMC), extrato de macauba nao
concentrado (EMN), e alcool 80% foram aplicadas em discos de papel filtro estéreis
(didmetro de 6 mm). Estes discos foram entdo colocados sobre placas de Petri contendo
meio Mueller-Hinton (MH), que previamente haviam sido inoculadas com os

microrganismos de interesse. As placas foram incubadas a 35 °C por 24 horas.
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Os extratos dos residuos foram testados em diferentes concentragdes de saponina
(0,02, 0,1 e 0,8 mg/mL), utilizando o mesmo solvente das amostras para dilui¢do). O
controle positivo para os patdogenos em questdo foi realizado utilizando o antibidtico
vancomicina (30 pg) para Staphyloccoccus aureus e Escherichia coli, enquanto para
Salmonella typhimurium foi utilizado cloranfenicol (30 pg). A atividade inibitoria foi
determinada pela presenga de halos com didmetro superior a 6 mm, medidos com o auxilio

de um paquimetro. Cada teste com as diferentes cepas foi conduzido em triplicata.

4.2.10 Analise estatistica

Para as analises de propriedades de espuma e de emulsdes, bem como para a
avaliagdo da atividade antimicrobiana, os experimentos foram realizados segundo o
delineamento inteiramente casualizado (DIC) com trés repeti¢des para cada tratamento. Os
resultados foram expressos como média e desvio padrao. Os dados foram submetidos a
analise de variancia (ANOVA) e, quando pertinente, ao teste de Tukey para comparacao
de médias com intervalos de confianca de 95% (p < 0,05), utilizando-se o sofiware

SISVAR versao 5.6.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Parte 1

5.1 Extracao de saponinas totais a partir de residuos da agroindustria

A tabela 4 exibe os valores de concentracao de saponinas totais (CST) obtidos em
diversas condi¢des de extragcdo para os residuos de buriti, umbu, macauba e pequi. As
concentragdes oscilaram de 0,12 a 2,62 mg/mL para o buriti, 0,15 a 2,33 mg/mL para o
umbu, 0,16 a 2,57 mg/mL para a macauba e 0,45 a 2,53 mg/mL para o pequi. Quando
expressos em relagdo a massa seca do residuo, esses valores equivalem respectivamente, a
intervalos de 2,44 a 52,48 mg/g, 3,06 a 46,59 mg/g, 3,21 a 51,39 mg/g e 9,10 a 50,62 mg/g.

A extragdo de saponinas mostrou-se diretamente proporcional a concentracdo de
etanol utilizada como solvente (Tabela 4). A maior concentragdo de etanol (80% m/m)
resultou em uma extracdo mais eficiente, gerando maiores concentragdes de saponinas em

todas as faixas de tempo (1 a 4 horas) e temperatura (25 a 45 °C) avaliadas. Por outro, a
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menor concentracdo de etanol (20% m/m) demonstrou menor eficiéncia de extragao,
obtendo-se as menores concentragdes de saponinas mesmo sob condigdes de extragdo mais
extremas. E importante ressaltar que nio foi identificada uma correlagio clara entre o
aumento da temperatura ou do tempo de extragdo e a concentracao final de saponinas nos
extratos. Esses resultados sugerem que, dentre as variaveis analisadas, a concentragdo do

solvente foi o fator mais determinante para a extragdo desses compostos.

Tabela 4 - Planejamento experimental e resultados da extragdo de saponinas a partir de
residuos de frutos do Cerrado e da Caatinga.

Variaveis independentes” Variavel dependente (resposta)
Ensaio Tempo Temperatura  Etanol Concentragdo de saponinas totais (mg-mL™")

Xq X X3 Buriti Umbu  Macauba  Pequi
1 1,0 (-1) 25 (-1) 50 (0) 1,051 1,059 0,687 1,005
2 4,0 (+1) 25 (-1) 50 (0) 1,477 1,005 1,710 0,989
3 1,0 (-1) 45 (+1) 50 (0) 1,090 0,819 1,245 1,206
4 4,0 (+1) 45 (+1) 50 (0) 1,718 1,749 1,671 1,230
5 1,0 (-1) 35(0) 20 (-1) 0,718 0,664 0,834 0,680
6 4,0 (+1) 35(0) 20 (-1) 0,501 0,153 0,858 0,393
7 1,0 (-1) 35(0) 80 (+1) 1,826 1,400 1,764 1,555
8 4,0 (+1) 35(0) 80 (+1) 2,624 2,329 1,934 2,570
9 2,5(0) 25 (-1) 20 (-1) 0,161 0,594 0,455 0,161
10 2,5(0) 45 (+1) 20 (-1) 0,122 0,401 0,501 0,439
11 2,5 (0) 25 (-1 80 (+1) 2,469 1,888 2,531 2,322
12 2,5(0) 45 (+1) 80 (+1) 2,058 2,136 2,213 2,097
13 2,5(0) 35(0) 50 (0) 0,827 1,090 1,872 0,858
14 2,5(0) 35(0) 50 (0) 1,137 1,431 1,059 1,028
15 2,5(0) 35(0) 50 (0) 1,501 1,501 1,896 1,803

Fonte: Do autor, 2023.

Nota: Varidveis em valores reais (e codificados). Tempo em h, temperatura em °C e concentragao de etanol
em %m'm-'.

Considerando ndo apenas a analise do impacto das varidveis do processo de
extragdo, mas também a busca por condi¢des ideais, foi empregada a metodologia de

superficie de resposta ferramenta estatistica robusta amplamente utilizada para modelagem
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e otimizagao de processos (Box e Wilson, 1951). Os valores de concentragao de saponinas
totais (CST), definidos como variavel dependente no delineamento experimental, foram
submetidos a andlises de regressdo com base no modelo matematico descrito na Equacao
6, utilizando-se as variaveis independentes em seus valores codificados. Os coeficientes de
determinagio (R?) obtidos para os residuos de buriti, umbu, macatiba e pequi foram de
84,84%, 94,93%, 88,39% e 70,45%, respectivamente. Esses resultados indicam elevado
grau de ajuste entre os dados experimentais e os valores previstos, evidenciando a
capacidade dos modelos de explicar grande parte da variabilidade observada. Como
apresentado na Tabela 5, todos o os modelos de regressdo mostraram-se estatisticamente
significativos (p-valor < 0,05) e ndo apresentaram falta de ajuste (p-valor > 0,05),
confirmando sua adequagdo para representar os efeitos das varidveis independentes sobre

a extragdo de saponinas.

Tabela 5 - Resultado da ANOVA para o modelo de regressdo ajustado aos dados de
extragdo de saponinas a partir dos diferentes residuos estudados.

Fonte de variacao GL SQ QM F-valor Pr>F
Buriti
Modelo 1 6,98445 6,98445 72,75 <0,0001
Residuo 13 1,24808 0,09601
Falta de ajuste 11 1,02046 0,09276 0,82 0,670
Erro puro 2 0,22762 0,11381
Total 14 8,23253
Umbu
Modelo 5 5,42076 1,84153 33,67 <0,0001
Residuo 9 0,28979 0,03220
Falta de ajuste 7 0,19309 0,02758 0,57 0,759
Erro puro 2 0,09670 0,04835
Total 14 5,71056
Macauba
Modelo 3 6,39284 2,13095 27,91 <0,0001
Residuo 11 0,83998 0,07636
Falta de ajuste 9 0,33246 0,03694 0,15 0,985

Erro puro 2 0,50752 0,25376
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Total 14 7,23282
Pequi
Modelo 1 4,19630 4,19630 30,99 <0,0001
Residuo 13 1,76031 0,13541
Falta de ajuste 11 1,30628 0,11875 0,52 0,806
Erro puro 2 0,45404 0,22702
Total 14 5,95662

Fonte: Do autor, 2023.

Legenda: GL = grau de liberdade, SQ = soma de quadrados, QM = quadrado médio.

A andlise detalhada das estimativas dos coeficientes dos modelos ajustados, estdo
apresentados na Tabela 6, revelou que o termo linear da concentragdo de etanol foi a
variavel mais determinante na extragdo de saponinas, sendo estatisticamente significativa
(p-valor < 0,05) para todos os residuos avaliados (buriti, umbu, macaiba e pequi). Esse
achado ¢ particularmente relevante, pois confirma a predominancia da afinidade entre o
solvente e o soluto, como ja sugerido pelos resultados experimentais.

Para os residuos de buriti e pequi, a concentracao de etanol foi a tinica variavel a
exercer uma influéncia significativa sobre a extragcdo de saponinas. No entanto, para os
residuos de macatba e umbu, a interacdo entre as varidveis mostrou-se crucial. Na
macauba, observou-se um efeito significativo da iteragdo entre o tempo e a concentracao
de etanol, indicando que a eficiéncia do solvente ¢ modulada pela duracao da extragdo. Por
sua vez, a extracdo de saponinas do residuo de umbu foi a mais complexa, sendo
influenciada ndo apenas pela concentracdo de etanol, mas também pelo termo linear de
tempo e pelas interagdes entre tempo e temperatura, e entre tempo e concentragdo de etanol.
Tais interagdes sugerem que o processo de extracdo de umbu ¢ um fenémeno mais
complexo, no qual a combinacao de diferentes fatores tem um impacto direto e significativo
na quantidade de saponinas extraidas.

Os modelos de regressao foram construidos com base nos coeficientes
estatisticamente significativos, respeitando o principio da hierarquia (MONTGOMERY,
2001). Esse principio exige que, mesmo que um termo de ordem inferior ndo seja
significativo, ele deve ser mantido no modelo se um termo de ordem superior for
considerado significativo. As equagdes de 5 a 8 representam os modelos matematicos

ajustados para os residuos de buriti, umbu, macauba e pequi, respectivamente. Elas
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descrevem a relagdo entre a concentracdo de saponinas totais (CST) e as variaveis
independentes codificadas do processo de extracao.

Os modelos de regressdo foram constituidos pelos coeficientes significativos, mas
mantendo-se o principio da hierarquia (MONTGOMERY, 2001), segundo o qual um termo
de ordem inferior ndo significativo deve ser mantido no modelo quando o termo de ordem
superior for significativo. As Equacdes 6 a 9 correspondem aos modelos ajustados para as
extragdes com os residuos de buriti, umbu, macatba e pequi, respectivamente, mostrando

arelacdo entre a CST e as variaveis independentes codificadas.

Tabela 6 — Estimativa dos coeficientes da analise de regressao realizada para os resultados
de extracdo de saponinas a partir dos residuos avaliados e sua respectiva significancia
estatistica.

Residuo avaliado  Termo Coeficiente Erro padrio t-valor Pr> |f
Buriti X3 0,9344 0,1096 8,53 <0,0001*
Umbu X4 0,1618 0,0634 2,55 0,0312 *

Xy 0,0699 0,0634 1,10 0,2993
X3 0,7426 0,0634 11,71 <0,0001*
X1X; 0,2460 0,0897 2,74 0,0228 *
X1X3 0,3600 0,0897 4,01 0,0031*
Macauba Xq 0,0920 0,0977 0,94 0,3666
X3 0,8589 0,00977 8,79 <0,0001 *
X1X3 0,3255 0,1382 2,36 0,0381 *
Pequi X3 0,7243 0,1301 5,57 <0,0001 *

Fonte: Do autor, 2023.

Nota: * termos significativos a 5% de significancia.

Y = 1,2853 + 0,9344 x5 (Eq. 5)
Y =1,2146 + 0,1618 x; + 0,0699 x,, + 0,7426 x5 + 0,2460 x,x, + 0,3600x,x5  (Eq. 6)
Y = 1,2224 40,0920 x; + 0,8589 x5 + 0,3255 x,x3 (Eq. 7)
Y = 1,4153 + 0,7243 x5 (Eq. 8)
sendo Y a concentracdo de saponinas totais (mg-mL™), x;, x, € x5 as varidveis
tempo, temperatura e concentracdo etanol, respectivamente, em termos dos valores

codificados.
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Todos os termos estatisticamente significativos (p-valor < 0,05) identificados nos
modelos (Tabela 6) exerceram um efeito positivo sobre a extragdo de saponinas. Isso
significa que, dentro da regido experimental avaliada, o aumento nos valores dessas
variaveis resultou em uma maior extracdo do composto. A concentracao de etanol se
destacou como a variavel de maior influéncia em todos os modelos, exibindo o maior
coeficiente linear. Adicionalmente, a interag@o entre a concentragdo de etanol e o tempo de
extragdo, quando significativo (como nos modelos para umbu e macauba - Eq. 6 ¢ 7),
apresentou o segundo maior coeficiente, reforcando o papel central da concentragao do
solvente no processo. Esses achados corroboram estudos prévios que investigaram a
extragdo de saponina a partir de diferentes fontes e com distintos métodos, confirmando a
importancia da concentragdo do etanol para a eficiéncia do processo (KWON et al., 2003;
CHENG et al., 2017). A relacdo entre a concentragdo de saponinas totais (CST) e as
variaveis de processo, tempo, temperatura e concentragao de etanol foi visualizada e
analisada através das superficies de resposta tridimensionais, geradas pelos modelos
matematicos ajustados (Equagdes 5-8) para os extratos dos residuos de buriti, umbu,
macatba e pequi (Figura 6). E notorio que a extragdo de saponinas aumentou de forma
consistente com o incremento da concentracdo de etanol (x3) em todos os residuos
avaliados. No entanto, o impacto das outras variaveis demonstrou ser especifico para cada
extrato. Para os residuos de buriti e pequi, as superficies de resposta permaneceram planas
em relagdo ao tempo (x;) e a temperatura (x, ), indicando que essas variaveis nao tiveram
um efeito significativo na CST dentro do intervalo experimental estudado (Figura 6A e D).

A complexidade do processo foi maior para o residuo de umbu, embora a
temperatura ndo tenha tido um efeito linear significativo, a sua interagdo com o tempo de
extracdo foi relevante para a obtengdo de saponinas. Além disso, o tempo de extragdo por
si s, juntamente com a interacdo entre tempo e a concentracdo do solvente extrator,
também impactou a CST (Figura 6B). Por fim, na extracdo do residuo de macatba, a
temperatura ndo afetou significativamente o teor de saponinas, e o tempo de extra¢cdo ndo
teve um efeito linear. Contudo, a interagcdo entre o tempo e a concentracao de etanol foi um

fator determinante para a quantidade de saponinas no extrato (Figura 6C).

Figura 6. Superficies de resposta para a concentracdo de saponina total (¥, mg-mL') em
funcdo das varidveis tempo (x, ), temperatura (x,) e concentragdo de etanol (x3) para as
extragdes a partir dos residuos de buriti (A), umbu (B), macauba (C) e pequi (D)
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Fonte: Do autor, 2023.

Nota: Cada grafico foi gerado considerando o nivel 0 da terceira variavel dependente.

Com base nos modelos ajustados, foram estabelecidas as condi¢des 6timas para a
extragdo maxima de saponinas a partir dos residuos, conforme a Tabela 7. Essas condi¢des
foram posteriormente confirmadas por meio de experimentacdo, resultando em

concentragdes de saponinas totais (CST) proximas aos valores previstos, com variagdes
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inferiores a 5,0%. Esses resultados corroboram a precisdo e a confiabilidade dos modelos
utilizados para a predi¢do do processo de extragdo. Observa-se que a macatba e o umbu
apresentaram as maiores concentracdes de saponinas, com uma média de 2,58 mg/mL e
2,50 mg/mL, respectivamente. O buriti exibiu concentragdes intermediarias, com 2,28

mg/mL, enquanto o pequi, as menores concentragdes (2,21 mg/mL).

Tabela 7 - Condi¢des dos pardmetros para maxima extracdo de saponinas definidas pelos
modelos e respectivos resultados preditos e experimentais (mg/mL).

Residuo Tempo (h)  Temperatura (°C) Etanol (% m'm™) Predito  Experimental
Buriti 2,5 45 80 2,22 2,28
Umbu 4,0 35 80 2,48 2,50
Macauba 4,0 35 80 2,50 2,58
Pequi 2,5 45 80 2,14 2,21

Fonte: Do autor, 2023.

As concentragdes de saponina obtidas na condi¢do de 6timo, de todos os residuos
deste estudo, apresentaram valores que variaram de 2,44 a 52,48 mg/g. Quando
comparados aos resultados de Dahmoune et al. (2020) para a extracdo de saponinas
bioativas de Echinaster sepositus, que foram de 60,3 mg/g para extragdo por micro-ondas,
18,5 mg/g por ultrassom e 7,7 mg/g por extragdo convencional, verifica-se que os
resultados superaram os valores obtidos por ultrassom e extragcdo convencional, mas foram
inferiores a extragao por micro-ondas. Em comparagao com outros estudos, Hu et al. (2018)
e Akbari, Abdurahman e Yunus (2019) também obtiveram valores de saponinas totais
superiores para Panax notoginseng (70,49 mg/g) e feno-grego (172,18 mg/g),
respectivamente.

Resultado similar aos obtidos no presente estudo foram reportados por Nguyen et
al. (2021), ao investigarem a extragao de saponinas de casca de cacau por meio da técnica
de extracdo assistida por micro-ondas, obtiveram concentragdo méaxima de 64,77 mg/g de
residuo seco, valor ligeiramente superior ao observado no presente estudo, no qual as
concentracdes variaram de 44,2 mg/g para o residuo de pequi a 51,6 mg/g para o residuo

de macatba, na condi¢do Otima.
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A determinacao das condigdes ideias de extracao ¢ frequentemente conduzida por
meio da metodologia de superficie de resposta, que possibilita a avaliagao sistematica de
variaveis independentes como tempo, temperatura e concentragao do solvente (BEZERRA
etal.,2021; NIZIOL-LUKASZEWSKA e BUJAK, 2018; OJHA et al., 2020). Santos-Zea,
Gutierrez-Uribe e Benedito (2021) destacam que parametros como tempo, temperatura e
concentracgao de etanol exercem papel determinante na extragdo de saponinas, enquanto Hu
et al. (2018) reforcam a influéncia marcante do tempo e da propor¢do de etanol no
rendimento do processo.

Comparar os resultados da quantificagdo de saponinas ¢ desafiador devido a
variedade de métodos empregados, a falta de padronizagdo nos protocolos laboratoriais e
a heterogeneidade das proprias saponinas. Além disso, a escassez de padroes de referéncia
comerciais disponiveis adiciona dificuldades a comparagdo entre diferentes estudos

(Bezerra et al., 2021).

ETAPA 2

5.2 Particao de saponinas em Sistema Aquoso Bifasico

A partigdo de biomoléculas entre as fases do sistema depende de diversos
fatores/propriedades, como ponto isoelétrico, hidrofobicidade e hidrofilicidade da
molécula, pH, temperatura e interagdes hidrofobicas (GRILO, ARIES-BARROS e
AZEVEDO, 2016; MORADI e SHAHROUZI, 2020; RAJA et al., 2011) de modo que a
parti¢do ¢ o resultado de diversos parametros de processo e caracteristicos da molécula.
Assim, a particdo de macromoléculas em sistema aquoso bifasico (SAB) ¢ normalmente
influenciada por diversos parametros, os quais podem ser avaliados e otimizados.

Neste estudo, os efeitos da composi¢ao dos sistemas (concentracao de etanol e de
sulfato de amonio) e da temperatura sobre o coeficiente de partigao (k,) foram avaliados
segundo delineamento composto de face centrada. Os fatores e seus niveis codificados e
reais avaliados no processo de particdo do surfactante natural, assim como as respostas

obtidas para as respectivas condi¢des experimentais sdo apresentadas na Tabela 8.

Tabela 8 — Planejamento experimental e resultados do coeficiente de parti¢do de saponinas
totais do delineamento de face composto de face centrada.
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Fatores e niveis . . Coeficiente de
. Fatores e niveis reais .~
Ensaio codificados particiao (kp),
X1 Xy X3 X1 Xy X3 Umbu Macauba

1 -1 -1 -1 26 17 25 6,3 5,9
2 +1 -1 -1 28 17 25 2,8 5,4
3 -1 -1 +1 26 17 45 1,6 2,2
4 +1 -1 +1 28 17 45 1,7 2,3
5 -1 +1 -1 26 19 25 3,6 3,8
6 +1  +1 -1 28 19 25 2,3 2,5
7 -1 +1 +1 26 19 45 3,3 1,7
8 +1 +1 +1 28 19 45 1,2 2,2
9 -1 0 0 26 18 35 3,5 6,7

10 +1 0 0 28 18 35 3 2
11 0 0 -1 27 18 25 1,5 1,6
12 0 +1 27 18 45 3,6 2,5
13 0 -1 0 27 17 35 13,4 4,9
14 0 +1 0 27 19 35 3,7 2,3
15 0 0 0 27 18 35 2 2,2
16 0 0 0 27 18 35 2 2,5
17 0 0 0 27 18 35 1,9 2,6

Fonte: Do autor, 2023.

Nota: x; = %m/m etanol; x, = %m/m sulfato de amoénio; x; = temperatura (°C).

Conforme apresentado na Tabela 9 nota-se que os valores de k,, variaram de 1,2 a

13,4 para o extrato de umbu e de 1,6 a 6,7 para o extrato de macauba. Essa variagcdo sugere
uma preferéncia na migragao da saponina para a fase superior, rica em alcool. Essa maior
concentragdo de saponina na fase superior pode estar relacionada a maior afinidade entre
as moléculas do surfactante e o etanol, que pode envolver ligacdes de hidrogénio e
interacdes hidrofobicas, uma vez que as moléculas de saponina sdo formadas por uma
por¢do policiclica apolar e por cadeias de aciicar (KEZWON e WOJCIECHOWSKI, 2014).
Além disso, a fase inferior contém maior quantidade de ions de sal, os quais competem
com a molécula de saponina pela 4gua. Devido a intensidade da intera¢do ion-agua, ocorre
a transferéncia da saponina para a fase superior (WEI ef al., 2021; JIANG et al., 2021).

A condig¢do que resultou em maior valor de k,, para as saponinas do extrato de umbu
corresponde ao SAB composto por 27% m/m de etanol e 17% m/m de sulfato de amonio,
a 35 °C (ensaio 13), e para as saponinas do extrato de macauba, o SAB composto por 26%
m/m de etanol e 18% m/m de sulfato de amonio, a 35 °C (ensaio 9). Contudo, ndo foi

observado efeito significativo (p > 0,05) das varidveis avaliadas (concentracdo de etanol,
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concentracdo de sulfato de amoénia e temperatura) sobre a partigdo de saponinas
provenientes dos extratos de residuos de umbu e macatba, nas condi¢des avaliadas.

Liang et al. (2019) investigaram a extragdo e separacdo de oito ginsenosideos
provenientes de botdes florais de Panax Ginseng, utilizando um método de extragao
assistida por ultrassom baseado em liquido i6nico aquoso, acoplado a um sistema aquoso
bifésico e reportaram valores de coeficientes de particdo maximo inferiores aos obtidos no
presente estudo. Liang et al. (2019) reportaram valores de k), igual a 1,97 para os sistemas
compostos por liquido idnico/sulfato de amoénio e igual a 3,04 para sistema composto por

liquido i6nico/fosfato monossodico.

ETAPA 3

5.3 Propriedade de espuma

A avaliacdo de agentes formadores de espuma envolve a anélise de dois pardmetros:
a capacidade de formagdo de espuma (FC) e a estabilidade de espuma (FS). O primeiro
refere-se a porcentagem de formacao inicial da espuma, enquanto o segundo representa a
porcentagem de retengdo dessa espuma ao longo do tempo (HO et al., 2019; RUEGG et
al., 2022). Os resultados desses parametros obtidos para os extratos concentrados e nao
concentrados de umbu e de macatiba (UEN, UEC, MEN e MEC, respectivamente),
ajustados para concentragdo de saponina igual 0,2 mg/mL, sdo apresentados na Tabela 9.

Observa-se que o extrato de macauba ndo concentrado (MEN) apresentou maior
valor de FC (18,4%), diferindo estatisticamente dos demais (p < 0,05). A maior FS foi
observada nos extratos nao concentrados de macauba (3,50%) e umbu (3,00%), sem
diferenca significativa entre si (p > 0,05). Em contrapartida, os extratos concentrados
apresentaram valores de FS praticamente nulos, evidenciando que o processo de
concentracdo reduziu de forma expressiva essa propriedade.

Possivelmente, o processo de concentragdo pode ter ocasionado a degradacdo de
saponinas termossensiveis, comprometendo, por conseguinte, a capacidade de formagao de
espuma e a estabilidade da mesma nos extratos em questdo (JIMENEZ-MORENO et al.,
2020; MISHRA et al., 2023).

Tabela 9 - Capacidade de formagdo de espuma (F(C) e estabilidade de espuma (FS) de
extratos de saponinas obtidos a partir de residuos de umbu e macatba
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Extratos (0,2 mg/mL de saponina) FC (%) FS (%)
UEN 10,40+1,67° 3,00+0,30°
UEC 8,00+1,0° 0,0040,0°
MEN 18,4+2,69? 3,50+0,95%
MEC 11,3+1,20° 0,0120,0°
Letras diferentes na mesma coluna indicam médias estatisticamente diferentes pelo teste de Tukey (p — valor
<0,05).

Fonte: Do autor, 2023.

Nota: FC: Capacidade de formagao de espuma, FS: Estabilidade de formacao de espuma.

Legenda: UEN: Umbu extrato ndo concentrado, UEC: Umbu extrato concentrado, MEN: Macatba extrato
nao concentrado, MEC: Macatba extrato concentrado.

Espumas geradas por meio de agitagdo mecanica caracterizam-se como sistemas
termodinamicamente instaveis, e, ao longo do tempo, permanecendo em repouso, tendem
a se desfazer naturalmente. Essa instabilidade termodinamica resulta da ampliagao da
interface entre o ar e a d4gua durante o processo de formagao da espuma (HILL e EASTOE,
2017; DEOTALE et al., 2020).

Os resultados da anélise de estabilidade de espuma produzida a partir dos extratos
avaliados podem ser observados na Figura 7, bem como na Tabela 9. O resultado quanto
a estabilidade de espuma, avaliado ap6s 1 h em repouso a 30 °C, revelou que restaram
apenas as espumas produzidas com os extratos ndo concentrados, sendo a espuma obtida
com o extrato de umbu mais resistente do que a obtida com o extrato de macauba, uma vez
que aproximadamente 27% e 18% do volume dessas espumas, respectivamente,
permaneceram apos o intervalo de 1 h. Para os extratos concentrados, nenhuma espuma

remanescente foi observada apos o intervalo de 1 h a 30 °C.
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Figura 7. Formagao de espuma e estabilidade da formacao de espuma de residuos de
frutos.

Fonte: Do autor, 2023.

Legenda: Espuma com amostra de Umbu- Tempo inicial (a) e ap6és 1 h (b); Espuma com amostra de
Macatba- Tempo inicial (c) e apos 1 h (d).

Diversos estudos tém investigado as propriedades de formacao e estabilidade de
espuma de saponinas provenientes de diferentes fontes de vegetais, evidenciando variagdes
importantes em fun¢do da concentracdo utilizada, da composi¢ao quimica e das condigdes
do sistema. Diferente dos resultados apresentados neste estudo, demais trabalhos obtiveram
resultados satisfatorios quanto a formagao de espuma e estabilidade, como por exemplo,

Jurado e Sorensen (2020), que avaliaram as propriedades de espuma de saponina
obtida da raiz de Saponaria officinalis e verificaram elevada estabilidade de espuma com
concentracgdo de saponina entre 1,6 € 2,7 g/L. Os autores relatam que 85% e 76% da espuma

continuaram presente apos 1 e 3 h de repouso, respectivamente, & temperatura ambiente
(22 °C).
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De forma semelhante Chen et al. (2010) verificaram que o extrato bruto de 0,5%
saponinas de Camellia olefeira apresentou capacidade de formagao de espuma moderada,
com altura de espuma produzida correspondente a 37,1% e 51,3% da altura de espuma
obtida com solug¢des de lauril sulfato de sddio (SLS) e de monooleato de polioxietileno-80-
sorbitano (Tween 80), respectivamente, na mesma concentracdo (0,5%). Os autores
reportaram que o extrato de saponinas testado apresentou boa estabilidade de espuma
(avaliada ap6s 5 min), assim como as solucdes dos surfactantes sintéticos utilizados (SLS
e Tween 80).

Canto et al. (2010) avaliaram as propriedades de espuma de saponinas extraidas de
erva mate (/lex paraguariensis A. St. Hil.) e verificaram que a fracdo enriquecida desses
surfactantes (1,5 mmol/L) levou a formacao de espuma abundante e persistente, embora
sua capacidade de formag¢do de espuma e estabilidade sejam afetadas negativamente pela
presenca de eletrolitos no meio.

Apesar dos resultados pouco expressivos, ¢ importante notar que a comparacao de
resultados sobre formagdo e estabilidade de espumas e emulsdes exige cautela, pois
critérios e métodos de avaliacdo podem variar significativamente entre os estudos. No
entanto, o fator mais provavel para o desempenho limitado dos nossos extratos ¢ a baixa
concentragdo de saponinas obtida (0,2 mg/mL), que é consideravelmente inferior as

concentracoes utilizadas em estudos da literatura que obtiveram resultados satisfatorios.

5.4 Propriedade emulsificante

As emulsoes 6leo em agua formuladas com os extratos dos residuos de umbu e
macatba (concentracdo de saponinas de 0,35 mg/mL) demonstraram alta instabilidade,
conforme ilustrado na Figura 8. O processo de separagdo de fases foi rapido e progressivo,
caracterizado pela cremeacao inicial e pela baixa estabilidade ao longo do tempo. Para o
residuo de umbu, a estabilidade de 44% apos 1h (Figura 8B) reduziu para 38% apds 24h
(Figura 8C). J& para o extrato de macauba, a estabilidade de 38% foi mantida nos tempos

de 1h (Figura 8E) e 24h (Figura 8F), confirmando a baixa resisténcia das emulsdes.
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Figura 8: Emulsdes obtidas a partir dos extratos dos residuos de umbu (A, B, C) ¢
macauba (D, E. F) ap6s homogeneizacdo (A e D) e sua estabilidade apos 1 h (B e E) e
24h(CeF)
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Fonte: Do autor, 2023.

A estabilidade da emulsdo diz respeito a capacidade de manter as propriedades
fisico-quimicas inalteradas ao longo do tempo, resistindo a quaisquer mudancas (HU et al.,
2017; MCCLEMENTS, 2007; MCCLEMENTS, 2004).

Diferentemente dos resultados obtidos no presente estudo, cujas solugdes obtidas a
partir dos extratos apresentaram desempenho insatisfatorio para a formagao e estabilidade
de emulsdes, outros estudos reportam resultados positivos para saponinas provenientes de
outras fontes e, principalmente, empregadas em concentracdes muito superiores a adotada
no presente estudo. Xu, Sun e McClements (2018) verificaram que a combinagdo de
hydrolyzed rice glutelin (HRG) e saponina de Quillaja resultou em emulsdes com maior
estabilidade frente a condi¢des de alta salinidade e temperatura, efeito atribuido a formacao
de uma pelicula interfacial mais espessa, capaz de promover repulsao estérica mais intensa.

Embora ndo tenham realizado comparag¢des diretas com saponinas isoladas, o uso de um
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sistema combinado de emulsificantes diferentes do adotado neste estudo pode ter
contribuido para a estabilidade superior observada.

Corroborando a importancia da concentracao, Jarzebski et al. (2020) demonstraram
que a utilizagdo de extratos de Quillaja saponaria e Saponaria officinalis em emulsdes de
6leo de canhamo resultou na formagao de goticulas de menor tamanho e maior estabilidade.
Eles destacam que emulsdes preparadas com concentragdes acima do ponto critico micelar
(CMC) apresentaram maior estabilidade ao longo do tempo. Esse achado sugere que a
baixa concentragao de saponinas obtida no presente estudo pode ter sido um fator limitante
para a capacidade emulsificante, uma vez que ndo foi suficiente para promover um efeito
comparavel.

Resultados analogos foram descritos por Faria et al. (2017), que demonstraram que
a mistura de saponina de casca de Quillaja e B-lactoglobulina, na propor¢dao 1:1 (1,2
mmol/L de cada), promoveu a formagdo de emulsdes com goticulas de menor tamanho
(236491 nm) e maior estabilidade em rela¢do ao uso isolado de cada componente. Esse
efeito foi atribuido a atuagdo sinérgica entre estabilizagao eletrostatica e estérica, indicando
que, além da concentragdo, a associacdo com outros emulsificantes pode potencializar a
estabilidade fator nao explorado no presente estudo.

Bouhoute et al. (2020) também observaram resultados expressivos ao elaborar
extratos de casca de argan com teores de saponina variando de 10,4% a 39,1%. Todos os
extratos apresentaram capacidade de gerar emulsdes com goticulas submicrométricas e
elevada estabilidade fisica por 30 dias de armazenamento, tanto a 5 °C quanto a 25 °C.
Embora os autores ressaltem que a funcionalidade emulsificante ndo dependa
exclusivamente do teor de saponinas, mas também da composi¢cdo quimica do extrato, o
fato de trabalharem com concentragdes superiores as deste estudo pode explicar parte da
diferenca nos resultados obtidos.

Dessa forma, a principal hipotese para a instabilidade das emulsdes observada no
presente estudo estd relacionada a baixa concentragdo de saponinas utilizada,
possivelmente insuficiente para reduzir a tensdo interfacial e formar uma camada adsorvida
robusta ao redor das goticulas. Esse fator, associado a elevada polidispersidade (Figura 9)
das emulsdes obtidas, pode ter favorecido a coalescéncia, levando ao aumento do tamanho
das gotas e consequente separacgao de fases (HU et al., 2017; SILVA et al., 2020; FU et al.,
2022; KUNDU et al., 2013). Além disso, outros aspectos também podem ter contribuido a
o baixo desempenho, como uma possivel carga elétrica superficial (potencial zeta) das

goticulas insuficiente para promover repulsdo eletrostatica efetiva entre as gotas, e a
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possivel presenga de componentes nos extratos brutos capazes de interferir na adsor¢ao das

saponinas ou comprometer a estabilidade da camada protetora formada.

Figura 9. Microscopia 6tica das emulsdes recém preparadas com extratos de umbu (A) e
macauba (B) diluidos (0,35 mg/mL de saponinas). Barra de escala correspondente a 10
pm.

Fonte: Do autor, 2023.

A andlise por microscopia Optica oferece uma visdo detalhada da morfologia das
emulsdes. Na Figura 9, observa-se imagens das emulsdes obtidas a partir dos extratos de
umbu e macauba (0,35 mg/mL de saponinas). E evidente a presenca de goticulas de
tamanhos irregulares em ambas as amostras, com predominancia de goticulas menores.
Vale ressaltar que a formagdo de goticulas menores geralmente contribui para a
estabilidade das emulsdes (SCHREINER et al., 2021).

A ndo uniformidade no tamanho das goticulas pode afetar a estabilidade das
emulsdes ao longo do tempo. Emulsdes com uma distribuicdo de tamanho de goticulas

mais homogénea tendem a ser mais estaveis (ZHANG et al., 2023; HO et al., 2022).

5.5 Analise antimicrobiana

No presente estudo, avaliou-se a atividade antimicrobiana utilizando trés cepas
bacterianas: duas Gram-negativo (Sa/monella e E. coli) e uma Gram-positivo (S. aureus).
Foram testados extratos de saponinas em concentracdes de 0,02, 0,10 e 0,80 mg/mL, tanto
concentrados quanto nao concentrados. Além disso, antibidticos sintéticos, vancomicina e

cloranfenicol, ambos em uma concentracdo de 30 (pg) também foram avaliados. E para
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assegurar a auséncia de influéncia do solvente dos extratos ndo concentrados, solucdo de

etanol 80% também foi testada.

Os resultados obtidos para a avaliagdo da atividade antibacteriana sdo apresentados

Tabela 10. Atividade antimicrobiana dos extratos de saponina frente aos microrganismos
patogénicos Escherichia coli, Sthapylococcus aureus ¢ Salmonella Typhimurium pelo

método de difusdo em agar.

Concentragao Diametro do halo de inibi¢ao (mm)
de saponina ou
Amostras s
antibiotico
(mg/mL)  S. Typhimrium S. aureus E. coli

UEN 0,8 14,36+1,65°  14,67+1,37°  16,2+0,90°

0,1 ND ND ND

0,02 ND ND ND
UEC 0,8 13,82+1,42°  14,65+1,93°  15,72+2,08°

0,1 ND ND 12,29+1,25¢

0,02 ND ND 9,57+4,50¢
MEN 0,8 13,04+1,01°  21,96£2,50°  12,48+0,71°

0,1 ND ND ND

0,02 ND ND ND
MEC 0,8 ND ND ND

0,1 ND ND ND

0,02 ND ND ND
Etanol 80% - ND ND ND
Vancomicina (30 pg) - - 21,93+£2,08*  25,00+0,89*
Cloranfenicol (30 pg) - 32,05£3,07% - -

Fonte: Do autor, 2023.

Letras diferentes na mesma coluna indicam médias estatisticamente diferentes pelo teste de Tukey (p-valor
<0,05).

Nota: ND = atividade antimicrobiana ndo detectada (auséncia de formagdo de halo de inibi¢do). Simbolo
(-) antibiotico ndo utilizado. UEN= Umbu extrato ndo concentrado, UEC= Umbu extrato concentrado,
MEN= Macauba extrato concentrado, MEC= Macauba extrato ndo concentrado.

na Tabela 10.

Uma vez que o método de difusdo em agar correlaciona a atividade antimicrobiana
a presenca e tamanho (diametro) do halo de inibi¢ao de crescimento microbiano, verificou-
se que os controles positivos (antibioticos), assim como os extratos de umbu concentrado
e ndo concentrado e extrato de macauba nao concentrado com concentracdo de saponina
de 0,80 mg/mL, apresentaram agdo contra o crescimento de todos os microrganismos
avaliados (Tabela 13). Nenhum halo de inibi¢do foi observado para os extratos com
concentragdes de saponinas de 0,02 e 0,10 mg/mL, exceto para o extrato de umbu

concentrado que apresentou inibigdo contra E. coli nessas concentragdes. Solugdo de etanol
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80% também ndo apresentou atividade microbiana frente os microrganismos avaliados, o
que exclui possivel acdo do solvente dos extratos.

Em relagdo a acdo contra S. Typhimurium, observou-se maior formacao de halo com
o uso do antibiotico cloranfenicol (p < 0,05), enquanto as amostras UEN, UEC e MEN a
0,8 mg/mL ndo apresentaram diferenca significativa (p > 0,05). Nao foi observada
diferenga significativa (p > 0,05) entre o extrato MEN (0,8 mg/mL) e o antibidtico
vancomicina na formacao de halos contra S. aureus, sendo os valores superiores aos das
amostras de UEN e UEC, ambas a 0,8 mg/mL. E em relacdo a agdo contra E. coli, verificou-
se que a formagdo de halo para a vancomicina foi significativamente maior (p < 0,05) que
os extratos testados. Além disso, extratos de UEN ¢ UEC com a maior concentracdo de
saponinas apresentarem uma maior formacdo de halos em relacdo a amostra MEN na
mesma concentracgao (p < 0,05).

Resultados semelhantes ao presente estudo para o microrganismo Staphylococcus
aureus foram relatados por Dong et al. (2020). Este ultimo estudo investigou a atividade
antimicrobiana ¢ o mecanismo de acdo das saponinas provenientes das cascas de
Chenopodium Quinoa Will, direcionadas contra bactérias patogénicas de origem alimentar.
De acordo com os achados de Dong et al. (2020), foi observado um tamanho médio de 8,89
mm na formacao dos halos inibitdrios. Os autores também destacaram que as saponinas
testadas nao induziram a formacao de halos de inibi¢do de crescimento de Salmonella,
diferente dos resultados aqui expressos.

Fink e Filip (2020) relataram valores superiores para halos de inibi¢do da saponina
de Quillaja, que demonstrou um potencial antibacteriano superior em comparagdo com o
dodecil sulfato de sédio (SDS), um surfactante sintético. Além disso, exibiu uma zona de
inibicdo mais ampla contra E. coli e S. aureus em comparagdo com outros surfactantes
testados, todos com uma concentragdo de 12,5 mg/mL.

Chavasco ef al. (2014) examinaram a atividade antimicrobiana e citotoxica de
saponinas de extratos de plantas do Cerrado do Sul de Minas Gerais (Bidens pilosa Linné,
Eugenia pyriformis Cambess, Annona crassiflora Mart, Plinia cauliflora Berg) nas
concentragdes 12,5, 25 e 50 mg/mL, destacando a formagao de halos de inibi¢ao contra os
microrganismos E. coli, Salmonella e S. aureus.

Lyrio (2016) investigou as saponinas do jud ndao modificadas e ndo observou a
inibicdo do crescimento das bactérias testadas (Salmonella choleraesuis ATCC 10708,

Escherichia coli ATCC 8739, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, Staphylococcus
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aureus ATCC 6538 e Bacillus subtilis ATCC 6633) em nenhuma das concentragdes

avaliadas, que variaram de 0,02 a 40 mg/mL.

6. CONCLUSAO

Neste estudo, foi demonstrada a viabilidade de extrair saponinas de residuos de
frutos do Cerrado e da Caatinga. As varidveis de processo, como tempo, temperatura e
concentracdo de etanol, foram otimizadas, e os modelos preditivos desenvolvidos se
mostraram estatisticamente satisfatorios. Tal abordagem resultou na produgao de extratos
com uma concentracdo maxima de saponinas de 2,57 mg/mL.

No que tange a particdo das saponinas, a avaliagdo em um sistema aquoso bifasico
(SAB) revelou que as variaveis de concentracao de etanol, sulfato de amonia e temperatura
ndo exerceram um efeito significativo nos intervalos investigados, o que impediu a
otimizagdo desse processo.

Em rela¢do as propriedades funcionais, os extratos, nas concentragdes testadas,
apresentaram desempenho limitado em termos de capacidade de formagao e estabilizacao
de espuma e emulsdo. Entretanto, a atividade biologica foi confirmada, com os extratos
demonstrando propriedades antimicrobianas eficazes contra microrganismos de origem

alimentar.
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