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RESUMO

A parte aérea da mandiofdanihot Esculent&rant?, planta cultivada
no Brasil, é pouco utilizada e muitas vezes deasdartomo residuo. Em
sua composicdo encontram-se lectinas e polifersmmpostos cuja
estrutura quimica esta relacionada a fendémenos giemeracéo,
podendo, portanto, serem aproveitados em diversasnpas
tecnoldgicos. No presente trabalho, extratos agues@tandlicos de
folhas e caule de mandioca foram aplicados aontexito de efluentes
em escala de laboratério. Os extratos foram im@ate avaliados
guanto aos teores protéico e fendlicos, obtendoeseentracdes de
proteina maiores nas folhas (0,440mg" de extrato). Os contetidos de
fendlicos também foram determinados, evidenciandoa ualta
percentagem de taninos condensados (90-100% dodttaninos).
Quanto aos agentes extratores (agua e etanol ©0étanol apresentou
melhor rendimento tanto nas folhas (59%) como nubecg87%), porém
com inconvenientes no seu uso no caso das folleds, gxtracdo de
pigmentos indesejaveis. Foi avaliada a atividaelmdglutinante dos
extratos em varios tipos de eritrcitos, detectayglotinacdo em alguns
deles (humano, bovino e de frango) com distintésnsidades, o que
sugere a presenca de uma lectina de carater éspetitilizando testes
de significancia e andlise de variancia, forambed¢eridas as condigbes
de extracdo (25°C e 60 min) e armazenamento (1888)as quais 0
fendmeno de aglutinagdo é maior. Posteriormentegxtmtos foram
testados na descoloracdo de solucdes aquosas Heleaznetileno,
achando-se uma maior remogdo de cor quando a fgaesa
proveniente da concentracdo do extrato etandliccadée da mandioca
era utilizada. Escolhido o extrato, foram condugidtestes de
coagulacado para remover o corante e, usando urejaphaento fatorial
fracionario, foram avaliadas diferentes variaveisi@bjetivo de atingir
a maxima remocéo (0,10 mg cordrtede extratd). O pH e a dosagem
de extrato foram os fatores mais influentes. Piostaente, testaram-se
outros dois corantes catidbnicos (Azul Maxilon GRL Verde de
Malaquita) atingido remocdes maximas de 0,19 e thd4orantéhl de
extrato'respectivamente. pHs neutros e basicos, concesgagé
corante baixas, dosagens de extrato em torno ael@d, auséncia de
NaCl e tempos de agitacdo de 5 e 30 min para aasetde mistura
rapida e lenta, favoreceram o processo de descalmradicionalmente
foi testada a adicdo de um alcalinizante o que itierrmumentar a



remocdo até 90%. Finalmente foram avaliadas a d#angnimica de
oxigénio e a toxicidade das solugfes tratadas cemntrato. Houve um
aumento da DQO e uma diminuicdo da toxicidade dastas tratadas
em 80%. A concentracdo letal do extrato em faseossquUfoi de
80 mIlL™". Como as dosagens medidas nos testes de deséoldoegm
menores a dosagem letal determinada, os mesman farasiderados
inbcuos.

Palavras-Chave: Mandioca. Lectinas. Atividade héuotimgnte.
Taninos. Descoloracao.



ABSTRACT

The aerial part of cassavisl@nihot esculent&rantz), a plant grown in
Brazil, is almost unused and often considered aewdis composition
includes lectins and polyphenols, so-called antitiomal factors. The
chemical structure of these compounds is relatdid thve agglomeration
phenomena and therefore they can be utilized ieraé¥echnological
fields. In this study agueous and ethanolic extraftleaves and stems
were obtained. Their protein and phenolic conteatewe; achieving
greater protein contents in leaves (0,44g" of extract), and
showing a high percentage of condensable tannidsl@9% of total
tannins). Regarding the extracting agents (watef @% ethanol),
ethanol showed the best performance in the recoweéryphenolic
compounds from leaves (59%) and stems (37%), wakwblacks in its
use in the leaves due to the extraction of undagirgigments. The
hemagglutinating activity of the extracts on vasicerythrocytes was
evaluated, detecting agglutination in some of tifeoman, bovine and
chicken) with different intensities, suggesting fhesence of a lectin
with a specific character. Using significance teatsl analyses of
variance, were established the extraction conditi@ °C and 60 min)
and the storage temperature (10°C) under whichatigutination is
higher. Subsequently, the extracts were tested iscokbration of
aqueous solutions of Methylene Blue, finding a kigbolour removal
by using the aqueous phase obtained of the coatimrof ethanolic
extract of cassava stem. Coagulation tests were nmacemove the dye
and, with a fractional factorial design, severalialales were evaluated
in order to achieve the maximum removal (0,10 mgi extract’).
The pH and extract dosage were the most influeotiaks. Later, two
other cationic dyes were tested (Maxilon Blue GRid aMalachite
Green) reaching maximum removals of 0,19 and 0,1 dyerl
extractrespectively. Neutral and basic pH values, low dye
concentrations, extract dosages around 40 hhabsence of NaCl and
shaking times of 5 and 30 min in mixing steps, iowed the
discoloration process. In addition, an alkali dgeas tested, obtaining
an increase in the removal up to 90%. Finally, themical oxygen
demand and the toxicity of treated solutions wesadiated. There was
an increase in the COD and a decrease in the typxithe treated
samples in 80%. The lethal dosage {)Dbf the extract was 80 ™.



Since de extract dosages used in the discolorggigis were under the
LDsq, they were considered harmless.

Keywords: Cassava. Lectins. Hemagglutinating agtiviTannins.
Discoloration.
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1 INTRODUCAO

O aproveitamento dos residuos da producdo agrdimaus o
tratamento de efluentes fazem parte da crescembeypacido ambiental
global; a procura constante de processos sust@tvena necessidade
para a industria atual.

A mandioca(Manihot EsculentaCrant?, planta originaria da
Amazonia brasileira [1], tem parte aérea compostafg@has, hastes e
caule, que é geralmente considerada como rejditdNgsta porcao da
planta encontram-se componentes antinutricionagsligquitam seu uso
como suplemento alimentar [3]. Dentre estas substfinestdo as
lectinas, glicoproteinas com capacidade de aglutiestruturas
complexas que tenham um numero suficiente de slioss [4].
Adicionalmente encontram-se o0s taninos, componeri@®licos
secundarios que desempenham diversos papéis ndalist® das
plantas [5]. Estes dois principios ativos tém sidtacionados a
aplicacbes que incluem fenbmenos de aglomeracjardieulas [6,7].
Estudos anteriores confirmam a presenca tanto alemds quanto de
taninos na parte aérea da mandioca [8,9].

A efetividade na extracdo de proteinas e compdstudlicos a
partir de tecidos vegetais € influenciada por wfaores como o pH, a
temperatura, o tempo e o tipo de agente extraémtra outros [10,11].
Estes fatores podem influenciar a intensidade dodnfieno de
aglomeracdo associado aos principios ativos mesdosn Portanto a
otimizag@o do processo de extracdo é importante gaterminar as
melhores condicdes de trabalho. Além disso, as igbesl de
armazenamento dos extratos obtidos desempenharapehimportante
na estabilidade [12].

No caso das lectinas, o extrato bruto ou purificpdde ser
testado em aplicacBes de remocado de poluentes s éesiduais apos
deteccdo do fenbmeno de aglomeracéo e determinacatinidade da
proteina para um determinado tipo de eritrécitd.[ApoOs detectada a
atividade, o extrato bruto ou purificado pode sstado em aplicacdes
de remocado de poluentes em aguas residuais [14iguaé forma, os
taninos podem ser utilizados como principio ative gatamento de
aguas para remocdao de diferentes tipos de polufiig®, em alguns
casos, submetendo-os a transformacdes fisico-cagmigisando
melhoras na eficiéncia do tratamento [16].

A capacidade de aglomeracdo das lectinas e dososaméem
incentivado pesquisas com utilizacdo destes piogi@tivos em
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processos de coagulagéo-floculacdo, etapas normednmgcluidas no
tratamento primario de &guas residuais [17]. Negexessos, 0
composto natural, mediante fenbmenos de transpartamada difusa,
adsorcdo, formacdo de pontes, varredura e neaigdtizde cargas,
desestabiliza as particulas coloidais e suspenaasemove do efluente
tratado [18].

O uso de coagulantes organicos naturais aparec® cona
tecnologia sustentavel no tratamento de aguasuesiffL2], tornando-
se uma alternativa ao uso dos coagulantes comaisg;dmo os sais de
aluminio e ferro, associados a varios problemasientais [19]. E
conhecido que os pardmetros de qualidade da agdampafetar
significativamente o tratamento do efluente; aléssal variaveis do
processo de coagulacdo como a dosagem de coagelanfgH, entre
outros, determinam a efetividade do composto usadoatamento [20].

Dentre os poluentes mais problematicos estdo antsw que,
além da poluicdo intrinseca que geram, reduzemmetiaegdo da luz em
corpos dagua afetando a quantidade de oxigénigoldido e
dificultando assim os processos fotossintéticog. [Pbr outro lado
alguns corantes séo téxicos e mutagénicos, e puinoIo 0S corantes
basicos, tém o potencial de liberar compostos iilzesdos como
cancerigenos [22].

Diante deste contexto o presente estudo pretendkamvde
forma preliminar, a capacidade de aglutinacdo dkisates brutos
obtidos da parte aérea da mandioca. Primeiramenfeit& uma
avaliacdo da atividade hemaglutinante em diveripos tde eritrécitos,
associada a otimizacdo das condicbes de extragimnazenamento
desses extratos que visam maximizar a atividadeagletimante.
Depois os extratos sdo testados em ensaios deategéo de solucdes
aquosas de corantes catidnicos, determinando tamagncondicdes
mais adequadas para a remocao da cor.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar o fenbmeno de aglutinacdo dos extratos sogioe

etandlicos obtidos da parte aérea da mandioca ntedensaios de
atividade hemaglutinante e testes de remocéo damtesrcatibnicos em
solucbes aquosas.

2.2 Objetivos especificos

Tém-se como objetivos especificos:

. Estabelecer as condi¢des Otimas de extracéo e emaraento

dos extratos brutos e parcialmente purificados, alojuais
sejam obtidas as maiores atividades hemaglutinantes

. Avaliar a seletividade da proteina presente naba$olde

mandioca mediante testes de atividade hemagluéinam
diversos tipos de eritrdcitos.

. Selecionar a matéria prima mais adequada (folhasole) e

0 agente extrator que apresente melhor resultagiaoa (édu
etanol 70%) nos ensaios de descoloracéo.

. Determinar a eficiéncia maxima de remocdo de cor

solugBes aquosas de corantes catidnicos, usandgtragos
como agentes coagulantes.

. Caracterizar os conteudos de proteinas, compastotidos e

taninos nas farinhas de folhas e caule e relaciosaeores
obtidos com os fendbmenos de aglomeracao.

de
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Mandioca

A mandioca,(Manihot Esculenta&Crant) é uma planta perene e
arbustiva pertencente a familia Euphorbiaceaejnatiigg da Amazoénia
brasileira, regido tropical de America do Sul hdismde 500 anos e
levada para Asia e Africa nos séculos XVI a XVI].[Apresenta uma
facil adaptacdo a solos pobres, alta resisténgieagas ou alteracdes
biol6gicas, baixa demanda de nutrientes e, em,gara alta tolerancia
a condigbes climaticas extremas. Estas caractesstiacilitam sua
difusdo tornando-se uma boa opcéo para os agrieslté mandioca
constitui uma das principais fontes alimenticias @aises em
desenvolvimento, onde € cultivada em pequenas éaogadecnologias
de baixo nivel [23,24]. Aproximadamente 70 milhdespessoas obtém
mais que 2100d" de energia a partir da mandioca e mais de 500
milhdes consomem quantidades maiores que 4@0 & partir dos
diferentes produtos obtidos desta planta [25].

Segundo a FAO [26] a producédo brasileira de maadéms 2009
foi de 24,4 milhdes de toneladas, sendo o Brasiegundo produtor
mundial apos a Nigéria. Além disso, 0 consumo pgita € um dos
mais altos (10,8 KBab'@no') nas variedades mandioca, farinha e
fécula [27]. A producdo se concentra nos estadofa@d, Bahia e
Parana, responsaveis por 49% do total cultivaddBresil. Toda a
producédo é restrita ao mercado interno, ficandgdotle participar no
mercado internacional, onde paises asiaticos cait@ntia e Indonésia
representam a maior percentagem de exportacoesHR8k paises tém
processos de transformacéo fisico-quimica de edtaotogia e centros
de pesquisa onde desenvolvem novos produtos a gariandioca.

O principal aproveitamento industrial da mandioca aso dos
tubérculos, parte subterranea da planta, como atm&ao encontrados
dois tipos de mandioca: a mansa e a brava, estmaulcom
concentracdes de linamarina acima de 50Kgig de tubérculo. A
linamarina é um glicosideo pertencente ao mecanidenaefesa na
planta que se transforma em acido cianidrico npcchumano, gerando
alteracdes no sistema digestivo quando ha cons@joNormalmente
este tipo de mandioca € utilizado na fabricacatadaha industrial. A
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mandioca de mesa é consumida cozida ou frita maafate diversos
tipos de alimentos [30].

A parte aérea da planta é tratada como subproglutm dos usos
refere-se ao das folhas como suplemento alimentaiaho ou como
racdo animal devido ao teor protéico. No entardanaioria dos casos,
€ descartada gerando uma quantidade consideravejei®s [2]. No
nordeste brasileiro as folhas de mandioca fazerte pda chamada
multimistura, a qual é fornecida na merenda esalaa cesta basica
para familias carentes [10].

3.1.1. Composigdo quimica da parte aérea da mandioca

A parte aérea da mandioca inclui as folhas, agdasb caule da
planta (Figura 1). Anualmente sdo produzidas H&'tde folha de
mandioca e cerca de 180 mil toneladas sdo despdedicanualmente
[31]. Existe, portanto, uma clara necessidade devaftamento desta
porcédo da planta visando a diminuicdo do residuadge

m N " .

Figura 1: Parte aérea da mandioca (folhas e caule)

Partindo de um total de 1,88 milhdes de hectardivados no
Brasil em 2010 [28], considerando um peso médio,dé kg da parte
aérea por planta (um terco do peso total) e umsidiste de plantio de
20000 plantaBa’ [32], aproximadamente 17 milhdes de toneladas s&o
produzidas sem utilizacdo pratica. Comparando atilzale de folhas
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desperdicadas anualmente e as toneladas geradapegrdh da parte
aérea, o caule da planta representa a maior patesiduos gerados

Atualmente, os estudos de composicdo quimica fo@m
determinacao qualitativa e quantitativa dos comptasenutricionais e
antinutricionais, visando a um melhor aproveitamedd parte area da
mandioca como alimento. A maioria das caracteresgd feita nas
folhas devido ao maior teor de proteina das mesmmgigal € comparado
ao conteudo protéico encontrado no caule e nagshg]. ATabela 1
apresenta uma composicdo média de componenteiondis nas
folhas de mandioca e a Tabela 2 apresenta valoéeosnde alguns
componentes antinutricionais.

Tabela 1.Teor médio de componentes nutricionais em faritgha
folhas de mandioca de 12 meses de idade, cultives @ Vale

Constituinte Valor!
Umidade (% 9,2
Proteina (§.00g") 29,2
Vitamina C (m@l00g?) 64,1
Fibra (g100g") 24,1
B-caroteno (mig.00g") 124,2

Yvalores de proteina, vitamina C, fibr&aroteno sdo apresentados em base seca.
Fonte: [33]

Tabela 2.Teor médio de componentes antinutricionais em fotfea
mandioca de 12 meses de idade, cultivar Ouro de Val

Constituinte Valor?! Unidade
Polifenois 61,k mglg™”
Cianet 11,2¢ mgl100g*
Oxalato: 2,4¢ g100g"
Saponing 1,74 g[100g"
Fonte: [3]

Yyalores em base seca

Os teores dos componentes acima estdo relacionadoa idade
da planta, o grau de enfolhamento e o cultivar ldatp. Para cada
composto considerado como antinutricional ou tdxgiste uma idade
de planta onde a concentracdo serd maior ou m8daprJunto com o
alto conteudo protéico e de vitaminas, as folhasaedioca apresentam
niveis aceitaveis de minerais como calcio, ferzineo [33,34].

Dentro dos componentes antinutricionais encontrames
polifendis (que incluem os taninos), substancias badroxilas ligadas
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a anéis aromaticos, que reduzem a digestibilidadisponibilidade de
aminoacidos como a lisina prejudicando o aproveitgmprotéico [9].

Além das substancias apresentadas na Tabela 2jltes fde
mandioca contém glicoproteinas chamadas de hermghg ou
lectinas as quais tém a capacidade de se ligarbmideatos. Estas
proteinas podem gerar inconvenientes na utilizagmutrientes ou
gerar interferéncias na absorcdo dos mesmos pter gacorpo humano
[35].

Existe pouca informa¢do sobre a composicao quidicaaule.
Regularmente ele apresenta alto contetdo de fdonasuca umidade,
comparado com as folhas [36]. O teor de proteida érdem de 5-6%
[30], percentagem muito menor a apresentada pelhasf (Tabela 1).
Devido a esta diferenca, o caule ndo é usado enerseptos
alimentares. Além disso, a dificuldade em tritwafB0] é outra
desvantagem para seu uso como alimento. Embora sgjeontradas
principalmente em sementes, a presenca das hemaglsttem sido
comprovada em outros tecidos vegetativos como e dé.87]. Nao
existem estudos sobre o contetido de polifenocisnle da mandioca.

Embora existam substancias prejudiciais para odascaule e
das folhas como alimento, estes compostos podemapseveitados em
outras aplicagBes industriais [12,14]. No caso@fipe deste estudo, a
pesquisa € dirigida a avaliacdo da capacidade tz#glou aglutinante
das hemaglutininas e dos polifenois presentes énates brutos obtidos
do caule e das folhas de mandioca.

3.2 Lectinas

As lectinas sdo glicoproteinas com capacidade deatimay
eritrécitos e de precipitar polissacarideos ouaidratos com estruturas
complexas [4]. As lectinas respondem por 2 a 15%oateddo total de
proteinas nos vegetais [38]; suas fun¢cdes nasaglantluem a interacéo
e transporte de carboidratos e, também, a pag&pam mecanismos
de defesa contra microrganismos patogénicos eo1$6}. As lectinas
sdo majoritariamente encontradas nas sementeslaf@asp[14], mas
também nas folhas, caules ou raizes, sendo queadm um deles
apresentam diferentes estruturas e grau de esjsnife [39].

As lectinas comumente apresentam seletividade anmgeracao
com acucares formando ligacbes com moléculas dspaci Por
exemplo, em experimentos de caracterizacdo daireytdb é comum
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observar diferencas de hemaglutinacdo entre atasddistintos, os

qguais possuem carboidratos superficiais presentas o©élulas

sanguineas, e mesmo entre lectinas diferentesnpessem plantas da
mesma familia [38]. Esse processo de aglutinacade écarater

reversivel, mantendo inalterada a estrutura dooadio ao qual se liga
a lectina [40].

O mecanismo de acdo das lectinas sobre os acueanesido
amplamente estudado: a interac@o ocorre nos da@mindio cataliticos
das proteinas onde se forma a ligacao reversinelocoarboidrato; esta
ligacédo é feita por forgas de Van der Waals ouppoites de hidrogénio.
Comumente as lectinas apresentam dois ou mais gititigacdo o que
permite a formacdo de ligacBes cruzadas que podetippar o
composto ligado [37]. A Figura 2 mostra as inteesgéntre uma lectina
com dois dominios de ligacéo e os eritrocitos.

& & 0 Ccarboidrato
L Lectina

O Eritrocito
Figura 2. Representacéo esquematica do fendbmeno de agldipaga
parte das lectinas [41]

Dependendo da estrutura, a forma em que ocorrédutinagao e
a capacidade de precipitar moléculas, as lectiiasckssificadas em
[6]:

* Merolectinas: Possuem um sitio de ligacdo paraowndios.
Devido & sua natureza monovalente sdo incapazes de
precipitar glicoconjugados; um exemplo é a protejna se
liga a quitina do latex da seringue{tdevea Brasiliensis).

» Hololectinas: Contém pelo menos dois sitios dechgapara
carboidratos, idénticos ou similares. Devido a satureza
divalente aglutinam e precipitam os glicoconjugados
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* Quimerolectinas: Possuem um ou mais sitios dedigaara
carboidratos e outro sitio com atividade catalifioa outra
atividade biologica) que funciona independentemeatgiele
de ligacdo para carboidratos. Dependendo do nurdero
sitios, agem como merolectinas ou hololectinas.

» Superlectinas: Possuem pelo menos dois sitiogaedo para
carboidratos diferentes.

A interacdo com os carboidratos explica o efeitoicth das
lectinas, pois ao serem ingeridas e passar pdlo digestivo sem se
degradar, elas podem se ligar aos carboidratoemess nas células
intestinais [41]. Assim, elas podem interferir nés@cdo e
aproveitamento dos nutrientes, ocasionando dedgdor em alguns
orgaos, e em geral afetando o metabolismo corgd®o

Aproveitando suas caracteristicas estruturais, egeinds sao
utilizadas em aplicagbes terapéuticas como agemtésumorais na
deteccdo e tratamento de céancer [43], no desemahid de
ferramentas de diagnéstico em histologia [37], ctiosensores [44] e
em geral no isolamento de biomoléculas tais contisgacarideos [40]
e enzimas [45].

A afinidade das lectinas por compostos organicosiipe propor
a idéia de remover substéncias especificas emnidlsidiquidos. O
estudo de afinidade da lectina obtida Mringa Oleifera com
compostos humicos para a remocado dos mesmos ers @gpexficiais,
€ um exemplo deste tipo de aplicacdes [6].

3.2.1. Presenca de lectinas na parte aérea da mandioca

A presenca de lectinas nos tecidos vegetais é ndieisdla
mediante a avaliacdo da atividade hemaglutinantd),(/a qual é
definida como a minima quantidade de proteina pafagde de volume
necessaria para aglutinar os eritrocitos preseatesuma amostra
previamente processada, avaliando diluicbes senaisase 2.

Estudos prévios indicam a presenca de hemaglusinizm
concentrados de folhas de mandioca de varios atdsv A intensidade
da atividade é inversamente proporcional a idadaat#a, encontrando
os valores mais altos de AH aos 12 meses de id@adelantas com 15

e 17 meses o fenbmeno de aglutinacdo é menor aistine. As
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maximas atividades hemaglutinantes tém sido delastaté a primeira
[3] e segunda diluicdo [8,13].

No caso do caule ndo existem estudos prévios solpassivel
presenca de hemaglutininas. No entanto, de acoofo analises
anteriores, a percentagem de proteina diminui ar@shfas que incluem
tanto folhas como caule da planta [46]; Portantoespera uma
diminuicdo na AH nos extratos obtidos do caule.nildisso, fatores
como a variedade do cultivar, a fertilidade do sobodisponibilidade de
agua podem afetar a percentagem de proteina pEeweparte aérea da
mandioca [47].

3.2.2. Extracédo das lectinas

ApoOs etapas previas de secagem e acondicionanteptocesso
de extracdo comumente inclui a obtencdo de extiato®s, muitas
vezes aquosos ou utilizando solugBes salinas op&@sn[6,48]. O
agente extrator e a proporcao solido:liquido s&mda que influenciam
de forma significativa na quantidade de proteinsaéda. Pereira et al.
[13] concluiram que utilizando agua destilada eapprcdes 1:20 (g de
folhas de mandioca:ml de agljaobtém-se melhores rendimentos que
em extracOes feitas com solucBes salinas tamponadasm outras
proporcdes. Antov et al. [49] encontraram teoregpmideinas maiores
em extracdes salinas que em extracfes aquosadhinadb@ com
sementes de feijdo. Além destes fatores, existemasowariaveis que
influenciam o rendimento na extracdo protéica, tso o pH, a
temperatura, o tempo de extracéo e a velocidadgitigdo.

Valores de pH perto de 7 requerem uma concentnagimr de
proteina para causar hemaglutinacdo; pHs basicosnum em
aproximadamente 50% a AH enquanto pH menores aitasmezes
inibem a atividade hemaglutinante [50].

Incrementos na temperatura causam diminuicdes nas@hto
este decréscimo dependente em grande parte do npalscular da
lectina: pesos moleculares baixos ajudam a manestabilidade e a
intensidade da AH [50]. Em alguns casos o aumeatdethperatura
(acima de 40°C) ocasiona uma perda parcial da AEgando a uma
perda total a temperaturas de 90°C possivelmentdada processos de
desnaturacdo das proteinas [39]. Portanto é imper&stabelecer uma
temperatura adequada na extracdo com condicogsedacdo viaveis e
otimizacdo do consumo energeético.
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O tempo de extracdo e a velocidade de agitacidcarajua
incrementar e melhorar o contato entre o solventesélido [13,51].
Embora estas condicdes ndo sejam comumente otiasizadsejam
estabelecidas como parametros, podem influenciaAidafinal do
extrato [10].

3.2.3. Purificagéo parcial das lectinas

A precipitacéo isoelétrica das lectinas, e em gdaalproteinas, é
influenciada pela solubilidade, a qual pode vadesde praticamente
insoltveis (<10pgmL™) até muito soliveis (>30QgL™). Fatores
criticos que afetam a solubilidade de uma protséwm o pH, a forca
ibnica, a natureza dos ions, a temperatura e adade do solvente. As
proteinas sdo geralmente menos sollveis no sea jgoeiétrico onde a
repulsdo das cargas é menor. O fracionamento dawimas é
comumente feito mediante a adicdo de sulfato denemn@ois este
proporciona um meio estabilizante para as prote[Bdf alem de
apresentar custo relativamente baixo, puro e atisslavel [53].

40 -

% de proteina precipitada

60 80 100
% de saturacio de sulfato de amounio

Figura 3. Precipitacao de proteina com sulfato de améniati ple
extratos brutos. Adaptada de [54]

E comum a referéncia & concentracio de sulfatond@ia como
a percentagem de saturacdo. Em geral, a solutdlidaduma proteina
diminui em um fator de 10 com aumento de 6% natipede de sulfato



27

de aménio [54]. A Figura 3 ilustra a influéncia glaantidade de sal na
guantidade de proteina precipitada de um extrato.

O fracionamento influi na pureza e na quantidadeprgeina
obtida. Quando o objetivo é obter uma maior quadgdpossivel de
proteina, deve-se sacrificar a obtencdo de umaipeotltamente pura
por uma maior eficiéncia na recuperagdo. Opostaneste o
fracionamento é a primeira etapa para a obtenc@iondematéria prima,
a pureza deve prevalecer sob a quantidade pretzgf#]. E comum a
utilizacdo de fracionamentos sucessivos objetivandaumento da
percentagem de saturagdo com o objetivo de inctamenpureza da
proteina [13].

Posteriormente, e dependendo do objetivo final do da
proteina, existem diversos métodos de purificagmoccromatografia
de troca ibnica [55] e filtracdo em gel [56] cuimflamento se baseia na
variacdo da carga, no tamanho e na forma das ne¢égb3]. Um
exemplo hipotético do grau de purificacdo € mostnzal Tabela 3; nela
a coluna de atividade especifica se refere ao d@omda uma
propriedade, neste caso a AH, tomando como basddade do extrato
bruto.

Tabela 3.Resumo de uma purificacao protéica hipotética

Proteina Atividade Atividade Rendimento Rendimento

Fracionamento (mg) total (%) especifica etapa (%) total (%)

Extrato bruto 12000 100 1 75 100
Precipitacao

com sulfato de 1800 75 5 80 75
amonio (45-

50%)

Cromatografia 240 60 30 75 60
de troca idnica

Filtracéo gel 36 45 150 - 45
Standard puro - - 150 - -
Fonte: [53]

Os fracionamentos salinos com sulfato de améniossgoidos
por operacdes exaustivas de dialise com o objetéevaetirar os sais.
Nesta etapa, a escolha apropriada da membrana é&liee dinflui
diretamente na eficiéncia do processo [57]. Uma bmana com um
limite de exclusdo muito grande pode ocasionargpdedproteinas com
baixo peso molecular afetando o rendimento [10]siAs uma
informacéo prévia do peso molecular da proteinadesia é importante.



28

Alguns trabalhos encontrados na literatura aprasergstudos
experimentais com folhas de mandioca moidas. $llohobteve uma
recuperacao protéica de 58% com precipitacdo eratexquoso com
sulfato de aménio a 80% da saturacdo, com conseg@aemento da
AH em 30%. Por outro lado, Pereira [58] trabalhomarecipitacdes
em diferentes percentagens de saturacdo, obtentghor rendimento
de proteina em 50% de saturacdo e a maior AH conemegens de
saturacdo de 25 e 50%; a valores maiores que 8@Yondetectada
atividade.

No presente estudo, a precipitacdo com sulfatordmim, servird
para avaliar a efetividade do fenbmeno de coagaoldg&extrato bruto,
comparando a AH antes e depois do fracionamento.

3.2.4. Proteinas como principio ativo em tratamento de ags

Apos a deteccdo de lectinas em um tecido vegetal avaliagdo
de sua AH, pode-se estudar seu comportamento cowiécula
coagulante, seja no extrato bruto ou utilizandoratefna parcial ou
totalmente purificada. A propriedade coagulantdagesioléculas pode
ser explicada pelo modelo de formacdo de pontesnagulacdo de
particulas carregadas negativamente é o resultadsua ligacdo com
particulas carregadas positivamente e a postegigralizacdo da carga
superficial [59]. Fenbmenos de adsorcdo posterioneatralizacéo,
também tém sido propostos como parte do processgldmeracao de
particulas [60]. No caso ddloringa Oleiferaexiste um debate sob a
composicdo do agente ativo que ocasiona a coagulAlifuns estudos
concluem que este se deve a presenca de uma pratafidbnica
(lectina) [61]; outros afirmam que o principio atig um polieletrdlito
de peso molecular baixo diferente de uma proteiinano polissacarideo
[62].

Diversos estudos tém sido conduzidos para aval@pacidade
coagulante das lectinas vegetais como principiggosat extratos
aquosos de sementes Meringa Oleifera[61,63] e extratos salinos de
sementes de feijdo [48,49]. Santos et al. [14htast a lectina presente
em sementes, caule e folhas Wtoringa Oleifera achando um
desempenho aceitavel na remocdo da turbidez emnefki simulados
em laboratério..

Pesquisas feitas sobre a atividade coagulante dogpastos
protéicos em aguas residuais sugerem que a amicicaroduto, logo
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depois de uma purificagdo adequada pode ter rdssltaatisfatorios
[48,64]. No entanto, estudos comparativos de exgrbtutos e lectinas
isoladas indicam a possibilidade de utilizar o@xticom uma eficiéncia
similar a do composto purificado [14], e a utilidaglo extrato bruto se
torna uma alternativa mais econdmica eliminando tosusde
processamento.

3.3 Taninos

Os taninos sdo componentes fendlicos secundarespldatas
distribuidos amplamente no reino vegetal [5]. Estdsstancias ndo tém
funcbes no metabolismo primario das mesmas, masngesiham
diversos papéis na protecdo das plantas, comoxpanpto, ataque por
doencas e animais herbivoros, agindo até como miosddxicos,
inibindo a digestdo das proteinas. Os taninos t@m grande variedade
de pesos moleculares e complexidade em sua eatr@ua composicdo
guimica esta baseada na presenca de compostogiaosnmbliciclicos
gue lhes conferem a capacidade de ligacdo a ds/épsxs de moléculas
[7]. Seus multiplos grupos hidroxi-fenélicos favoeen a formacéo de
complexos primarios com polissacarideos, metais,ina@uidos,
proteinas e outros compostos [65].

Quantidades importantes de taninos estdo presemtapialquer
parte da planta. A concentracdo dos taninos mudarde planta para
outra; de uma forma geral a percentagem varia efimt@mvalo de 1-5%
[66]. A quantidade de taninos é dependente da mmetabolica na
sintese de compostos fendlicos e grau de polingérizdos polifendis,
chegando a percentagens maiores quando ha forrdagé@mponentes
de alto peso molecular, como ocorre nas semenf@s (& taninos
podem ser classificados em dois grupos: proantiodiEs
(condensados) e os poliésteres dos acidos galmxahidroxidifénico
(hidrolisaveis, galo e elagitaninos respectivanjefé8]. Os taninos
condensados estédo presentes principalmente nesfialmas e caule das
plantas, enquanto os taninos hidrolisdveis sdo m@nte achados em
folhas de plantas e arbustos de zonas tropic#&S8][5,
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3.3.1. Taninos condensados

Comumente chamados de proantocianidinas ou pdiilsides,
os taninos condenséaveis sdo comuns em algumaaait a unidade
estrutural fundamental deste grupo € o fendliceafta3-ol (catequina).
Os taninos condensados existem como complexos igénaros
(soliveis em agua) e polimeros (insoliveis em aglg)unidades
flavondides ligados por ligagdes carbono-carbor@g]s Séo resistentes
a hidrolise, mas, dependendo de sua estruturarpsde sollveis em
solventes aquosos [70].

A andlise dos taninos condensados € complexa deaido
diversidade de estruturas presentes neste grupongigostos. De forma
resumida, a Figura 4 representa a estrutura bdsicmidade repetitiva,
onde os radicais RR;, € R podem ser grupos OH que podem estar
esterificados, ou podem ser grupos H. As diferecisbinaces destes
trés radicais determinam a reatividade do tanino.prAsenca de
unidades OH nos anéis pode aumentar a capacidatigagéo com
moléculas tipo proteinas [71].

OH

HO. 0y
g R

3
4 "Ry

Ry
Figura 4. Unidade béasica repetitiva presente nos taninosermadios.
Adaptada de [71]

O processo de polimerizagéo para formar a estrutarganino
condensavel inclui uma ligacdo oxidante entre osnGmeros
flavonoides (Figura 4) nas posicoes 4, 6 e 8. Oenande unidades
flavondides no polimero final estd na faixa de 2-B@limeros com
graus de polimerizacdo mais altos séo insolUveisighira 5 mostra
uma estrutura modelo de um tanino condensado imdiicas ponto
terminal do polimero [71].

As interacdes dos taninos condensados sdo baseedpentes
de hidrogénio e ligacdes hidrofébicas. E geralmeteito que estas



31

interacbes sao fortemente influenciadas pelo pHforanacdo de
complexos é favorecida em pHs maiores a 3,5; abdesie valor
normalmente estes complexos se dissociam [5].

Existem diversos técnicas para a analise de tamifiesois totais
em plantas, como o teste butanol-acido e o métedeotin-Ciocalteu,
cada um deles com suas vantagens e desvantaggrendeado da
estrutura molecular, cada componente fendlico Eragna intensidade
diferente na cor por unidade de massa e, destaafoos resultados
obtidos por métodos colorimétricos sdo usados mamaparacdes
semiquantitativas [72]. O método geralmente ageta a determinacéo
de taninos condensados € a determinacdo coloriamépéelo teste
Butanol-HCI, baseado em uma despolimerizacdo dxalajue gera
uma coloracdo vermelha caracteristica das molécfléa®noides,
constituintes estruturais dos taninos. Este prowetio tem limitacdes e

consideracdes que devem ser levadas em conta nemtwmata andlise
[71].

HO

Unidade terminal

Figura 5. Modelo estrutural dos taninos condensados. Adamtad71]
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3.3.2. Taninos hidrolisaveis

Os taninos hidrolisaveis estdo presentes em fotizade, hastes,
casca, sementes e frutos. Algumas espécies podaetizsir tanto
elagitaninos como galotaninos e ainda existem gtague produzem
taninos hidrolisaveis e condensados ou complexos @aracteristicas
das duas classes [72]. Contrariamente aos taniandensados, 0s
taninos hidrolisaveis sao facilmente degradaveds [7

Os taninos hidrolisaveis s@o constituidos de nastute fendis
simples, como o acido elagico, e de ésteres dooagidico com
acucares, como a glicose [70]. Suas ligacdes eatbpxila fazem que
sejam rapidamente hidrolisados tanto em condi¢casieds como &cidas
[74]. A unidade bésica estrutural é o poliol peateiglicose (PGG)
formado pela esterificacdo da glicose pelos acgiico e digalico
(galotaninos) ou pelo &cido hexadihidroxifénico oelagico
(elagitaninos) [70]. A estrutura molecular dos ésidnencionados é
mostrada na Figura 6.

o C == OH

EVIR | B)
C o OH
HO RN
HO H

OH

C) D)
i HO B
HO C=0
\Q/OH o] oM
| ! HO:
o=c HO CH

I OH -

OH OH

o]
Figura 6. Estruturas moleculares dos acidos galico (A), digdB),
hexadihidroxifénico (C) e elagico (D). Adaptado[de]

O mais comum dos galotaninos € o &cido tanico (&ig0),
composto geralmente por um nucleo de 6 a 9 unidael€xido galico
[70]. Moléculas simples de galotaninos sdo dificdis achar na
natureza, mas tendem a ser as unidades consstutbsmacidos tanicos
comercialmente disponiveis [72]. A Figura 8 mosta estrutura
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molecular de um elagitanino onde os grupos fenslg@o moléculas
dos acidos hexahidroxidifenico e elagico.

HO,

2 a
I 0 R
HO ¢ [—o, 0 o=t )
I oH
HO HO G 0
o0
n

oH
fhmn=0,12ou3)

Figura 7. Estrutura quimica de um galotanino (acido tanizo] [

Figura 8. Estrutura quimica de um elagitanino [70]

3.3.3. Presenca de taninos na parte aérea da mandioca

E conhecida a presenca de polifendis nas folhamatedioca,
especialmente de taninos condensados [34]. Estergra limita o uso
da parte aérea da mandioca como alimento devidonaucdo da
digestibilidade pela interacdo dos taninos no miataligestivo [75].
Marie Magdeleine et al. [76] apresentam um perfibgfuimico
caracteristico de folhas de mandioca (Tabela dijcamdo a presenca de
taninos condensados que compdem grande percentdgetotal de
polifendis. Taninos hidrolisaveis ndo foram detdota
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Tabela 4: Perfil fitoquimico das folhas de mandioca

Componente Presenca e intensidac
Fendis +
Taninos ++++
Taninos hidrolisaveis --
Taninos condensadc ++++
Flavonodides +++
Antocianinas --
Proantocianidinas ++++
Quinonas --
Esterdis ++
Alcaldides --
Coumarinas --
Antracenos --

Fonte: Adaptado de [76]

Estudos feitos mediante o teste de Vanilina comfima presenca
de taninos condensados em extratos metandlicoaasesg de folhas de
mandioca, em percentagens de 10,0 e 25,0 % respeetite. Andlises
por HPLC indicam a presenca de unidades de flavain-8
proantocianidinas, estruturas proprias dos tarinoslensados. Embora
0s extratos aquosos tenham mais eficiéncia, ostegtrmetandlicos
apresentam compostos especificos que ndo saodestrabm agua
[76,77].

Melo et al. [34] e Fasuyi e Aletor [2] acharam gettagens de
fendlicos totais em farinha de folhas de mandiaedd2 e 97,0 mijl
em base seca utilizando etanol (50%) e acetona)(F&Spectivamente.
Do total de polifenois existem certa quantidade w@ainos;
concentracdes na faixa de 30-50[@igem base seca s&o consideradas
como tipicas em folhas de mandioca; contudo, ha vanmcdo nas
guantidades achadas em diferentes pesquisas. Enduaayinka et al.
[78] acharam 29,7 nig' numa variedade da Nigeria e Dung et al. [79]
reportaram concentracbes de 23 [Gilg outros estudos detectaram
guantidades muito mais baixas. Wanapat et al. ¢B0pntraram valores
de 2,6 m@ ™" e Mondolot et al. [77] acharam uma concentracab, 8@
mgg' expressa em equivalentes de catequina. A divelsidios
métodos usados na extracdo e na determinacdo rdnestpodem ser
causas destas variacdes [77]. Com o objetivo de em@am a
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digestibilidade da farinha de folhas de mandiocerréa [9] testou
diferentes solventes na remocdo dos polifendisalaeld 5 mostra as
percentagens obtidas para os diferentes solvestaltes.

Tabela 5: Teores de polifendis em folhas de mandioca antgge

extracdo
Polifendis
Solvente  (mg acido tanico:g de matéria seca Remocéao (%)
Antes Apos
Ague 63,¢ 22,4 64,¢
Etanol (50% 63,¢ 10,€ 83,c
NH,OH 63,¢ 3,7 94,2

Fonte: Adaptado de [9]

Anteriormente foi enunciado que a idade da planif@encia a
presenca de lectinas nas folhas; no caso dos makfe, portanto, dos
taninos, a percentagem diminui com a longevidadérdare. Wobeto et
al. [3] determinaram teores de polifen6is em unerirdlo de 70-106
mgg’ em folhas coletadas aos 17 meses, enquanto quéoleas
coletadas aos 12 meses 0s teores estiveram ergré2&dg". Em um
estudo similar, Teo et al. [81] acharam concengagi® taninos de 60 e
120 mdg* para folhas colhidas aos 6 e 12 meses respectivame

Existem estudos sobre a presenca de polifendis istaras de
folhas, caule e hastes de mandioca. Thang et 2jl.efl8/anapat et al.
[83] determinaram teores de 12,0 e 40,0ghgem base seca para
misturas de plantas coletadas aos trés meses rit@pldestes estudos
nao existem dados da proporcédo de caule usadaistasa®. Dung et al.
[79] reportaram contetdos de taninos condensadasdiam de 20-30
mglg" em misturas contendo uma pequena parte de cahlestes
moidos. Hue et al. [84] acharam que a percentagenarinos em
misturas de folhas e caule moidas frescas € ma®acgencontrada em
mistura armazenadas por longos periodos.

3.3.4. Extracdo de taninos

A extracdo dos taninos € influenciada pela natupzanica,
método utilizado, tamanho de particula do soélidondazbes de
armazenamento e a presenca de substancias iméesger®©s taninos
podem estar formando complexos com carboidratoseipas ou outros
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compostos dificultando sua solubilidade e, por, igtapas adicionais
podem ser necessarias para garantir a total rem@&do Para isto,
extracfes em fase solida sdo comumente usadas [86].

Em geral, existem processos simples de contacidossblvente
[65,87], modificacbes aplicando refluxo (método Ke® [11] e
procedimentos que procuram aumentar o contactop @smmicroondas
e o ultrasom [88].

Um dos fatores determinantes durante o processato#cdo é a
escolha do solvente. Correa et al. [9] acharamnemecéo eficaz com
solucdes salinas de hidréxido de amonio; Teo €iBal. determinaram
gue a adicdo de sulfito de sédio em solugbes aquasaenta a
guantidade de taninos extraidos. No entanto, aestes sais pode gerar
toxidez residual, além do custo ser elevado e ag®&o0, cuidadoso.

A polaridade do solvente e a relagcdo solvente-c@@b fatores
gue influenciam fortemente a escolha de agentatektf11]. Misturas
acetona-agua e metanol-agua tém alta eficiéncextnacdo de taninos,
especialmente os condensados [87,89]. Quando séivabaplicacdes
ambientalmente amigaveis, estes solventes geramresmpalém de
serem perigosos na sua manipulacéo e toxicos.r@ldtm sido usado
com sucesso [11,90] tornando-se uma alternativhriacte acessivel e
de menor custo, podendo-se aproveitar sua vokdiéid para a
recuperacéo do solvente e concentracdo do ex8&fo [

Chavan et al. [67] acharam os melhores rendimardosxtracdo
de taninos condensados Hathyrus Maritimus L.Ausando solucdes
aquosas acidificadas de 70% de acetona. A Tabelaséme os
resultados obtidos na extracdo de taninos da pRmgHanthus niruri
Linn comparando a eficiéncia atingida para cada savent

E comum o uso de extracdes sucessivas para aumentar
guantidade de taninos extraidos. Naczk e Shahgl}i if&licam que
depois de trés extragbes sucessivas 0 aumento anemie@nto de
compostos fendlicos no extrato bruto torna-se ioggafvel.

A secagem prévia das amostras a serem extraidaseram
influencia a percentagem de taninos extraida. Rmlecer que a
liofilizacdo seja 0 método mais adequado para prasea amostra,;
porém, embora este processo mantenha a composgaaliibnois, ha
uma diminuicdo na capacidade de extrair os taniatisn disso, os
custos energéticos associados a este processticsidasecagem com
aumento de temperatura torna-se a melhor altematio entanto,
poucas quantidades de taninos sdo extraidas enirasnescas a altas
temperaturas devido a alteracdo da estrutura ntatedas polifendis.
Assim, uma secagem a temperatura ambiente é ple{8&].
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Tabela 6.Efeito dos solventes na extracdo de taninos

indice Snyder Ponto de Taninos

Solvente de ebulicdo  (mgg™ de
polaridade? (°C) amostra™)®
Orgéanict
n-Hexan( 0,1 69 18
Eter de petrole 0,1 60 22
Diclorometan: 3,4 40 40
Cloroférmic 4,1 61 97
Acetone 5,4 56 39
Etano 5,2 78 11€
Metano 6,€ 65 14¢
Acuosc*
Acetona 709 6,5 84 18¢
Etanol 70 9 8,2 a0 20¢
Etanol 509 7,S 94 22t
Etanol 30 9 7,1 97 264
Etanol 209 6,3 98 271
Ague 9,C 10C 267
Agua (tratada com hexar 10(C 23¢

Fonte: Adaptado de [11]

! Extratos obtidos pelo método Soxhlet, relacdo amasiivente 1g:25ml,
temperatura: 25°C, tempo: 3 horas

2Um aumento no indice, indica uma maior polaridade.

3Taninos expressos em mg de acido tanico.

* A percentagem indica a parte composta pelo sohagémico.

Alguns estudos indicam que longos tempos de exiracd
favorecem a percentagem de taninos extraidos Erfjuanto outros
afirmam que o rendimento é independente do tempexgesicdo do
soélido ao agente extrator [91] ou contrariamentelopgadas extracdes
podem ocasionar a oxida¢gdo dos compostos. Perfledestracdo desde
1 minuto até 72 horas tém sido relatados na liexgdB86]. Dependendo
do objetivo da extracdo, € comum a adicao de campa@ntioxidantes
como o acido ascoérbico em concentracdes da ordéh0iiés [65,92].

A agitacéo durante a extracdo ajuda o aumentoici&refia na
remocdo, incrementando o contacto soélido-solve8td. [Podem ser
usadas agitacdo magnética, mecénica, homogenisadmieroondas
ultrasom e equipamentos de sonicac¢do [86,88].

A recuperacdo dos taninos também € afetada petgarel
amostra:solvente. Relagdes comuns variam entreelB20 (m:v).
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Naczk e Shahidi [86] incrementaram a eficiénciaxteacdo de taninos
da canola em 30% passando de 1:5 a 1:10 com acK166§86].

Valores de pH comuns para extratos de folhas dedioem
(aquosos ou etandlicos) estdo na ordem de 5-6agems casos, atingir
valores de pH neutros dependendo isto, das cdsdicas dos
polifenois sollveis no agente extrator. [9].

Nos processos posteriores, com objetivo de dacadyilidade aos
extratos obtidos, caracterizi-los ou para recupesagolventes usados,
sdo conduzidas operacfes de evaporagdo-concenapgéeeitando a
diferenca nos pontos de ebulicdo dos solvente§7187,91].

3.3.5. Taninos como principio ativo em tratamento de agua

Geralmente, polieletrdlitos sintéticos (catidnicasidnicos e ndo
anibnicos) e polieletrélitos naturais, como a gogwar, amidos e
proteinas, tém sido aplicados com sucesso comallerags em aguas.
Do mesmo modo, os taninos podem ser usados confirastievido a
presenca de grupos carboxilas e hidroxilas emestasgturas [93].

Existem varios produtos a base taninos comerciédgacomo
floculantes ou coagulantes. As espéclesacia mearnsji Castanha
(tropicais),Quercus ilex suber e robur (ndo tropicais) sdo exemplos de
fontes de taninos aplicados em tratamento de §&&hs

As moléculas de taninos tém natureza anibnica devigresenca
dos grupos fendlicos. A Figura 9 é uma represeatasguematica da
estrutura basica de um tanino em solucdo aquosa eossiveis
interac6es moleculares que conduzem a coaguladfio [9

Particula com carga
em solugio aguosa

Figura 9. Representagéo da estrutura basica do tanino egésolu
aguosa e suas possiveis interacdes molecularegtafidede [94]

A efetividade do tanino como principio ativo é fangdos sitios
de ligacdo disponiveis na estrutura molecular grda de modificacéo
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gue possam sofrer nos processos de extracdo écacdid [19]. Na
literatura existem processos de transformacamftpiémica de misturas
de taninos baseados na reacdo de Mannich, muilkes pletegidos por
patentes [95,96,97]. Esta reacdo, comumente catthe@omo
cationizacdo, € definida como o procedimento quingce confere
carater catibnico & matriz organica de taninos ameiadicdo de sais de
amonio quaternéarias. Essas modificacfes déo amssanma natureza
anfotérica devido & presenca de grupos amino (teti$) nas unidades
monomeéricas e aos grupos fendlicos (anibnicosaudad [94].

A capacidade coagulante dos taninos aumenta actdbgiear
coldides em solugdo, sem alterar as propriedadekib{sdade,
estabilidade) do composto natural. A desestabiiaag subseqliente
sedimentacdo provocam a remocdo de uma grandedadeiede
compostos, principalmente corantes aniénicos actarftes [98].

O uso de extratos naturais sem processos exaustigos
purificacdo requer que os testes de descolorag@m ®nduzidos com
extratos que ndo sejam armazenados por longosdpsriou em
condicbes que favorecam a degradacdo, procesddsatieas ou
desnaturacdo. Jeon et al. [12] utilizaram extrgtosifendlicos de
sementes de uva até, no maximo, 24 horas depaerdm extraidos e
armazenados a 4°C.

3.4 Coagulacéo - floculacéo

A agua constitui um recurso essencial a vida doemontla ndo
se encontra em estado puro na natureza, e suagmesSe@acompanhada
de substancias em solucdo ou em suspensdo que @bidear suas
caracteristicas e gerar problemas a saude, a e@mmmao meio
ambiente. Além das substancias que por naturezanpdem, a agua
tem substéancias do solo ou provenientes de divatsédades agricolas
ou industriais. Portanto o tratamento de efluetdasa-se indispensavel
[6]. Um esquema geral no tratamento de &guas adsidmvolve trés
etapas principais:

« Um tratamento primario ou pré-tratamento utilizanaktodos
fisicos, quimicos e mecanicos.

» Um tratamento secundério ou etapa de purificacficaapo
metodologias quimicas ou bioldgicas.
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» Tratamento dos lodos ou sub-residuos formados.

Os processos de coagulacdo-floculagdo s&o freqgiente
aplicados nas etapas primérias de tratamento desdgm alguns casos
sdo utilizados também em tratamentos secundaritsrogrios). A
coagulacdo consiste em combinar particulas insiglliee matéria
organica dissolvida em compostos agregados, famld sua remocdo
em etapas subsequientes de sedimentacdo, flotacadiltragao.
Usualmente este processo inicia com a dispersdaurdeagente
coagulante que desestabiliza as particulas cofpigaomovendo a
formacdo de microflocos. A agregacdo de varios oflmsos, pela
adicBo do agente floculantes, conduz & formacacaglemerados
maiores permitindo separa-los facilmente por ofi@sgnecanicas [99].

O processo industrial se inicia com a adicdo dguleate ao
efluente numa c&mara de mistura rapida com o wbjete distribuir
rapidamente o quimico por toda a massa de aguagule@dio).
Posteriormente, o corpo de agua é submetido acagitenta onde séo
formados flocos maiores (floculacdo). Dependendo agente
coagulante, o processo de floculagédo ocorre naritestda adicdo, ou
entdo outro agente quimico é requerido. Os doisegsms (coagulacao e
floculacdo) s&o necessarios para remover os pekieftOQ].
Finalmente, o efluente é levado para tanques dmeathcéo de lodos,
0s quais séo levados a tratamentos terciariosgiv&il0 apresenta um
esquema comum de coagulagéo-floculagéo; os tenwaostencdo em
cada etapa dependem do volume da unidade utilieada vazdo do
efluente.

Coagulante Floculante

Cémara de l Cémara de 1 )
Efluente mistura rapida » mistura lenta —» Sedimentagio —» Filtragio
(coagulagio) (floculagdo)
Figura 10. Esquema tradicional do processo de coagulacoldip&o
em tratamento de aguas. Adaptado de [17].

L Ou processos alternativos de remogéo de sélidamseihdos.
2 Ou processos alternativos de sélidos suspensos.

Os colbides sao estaveis em solucéo e, em gerfaltones que 0s
estabilizam prevalecem sobre o0s que os desestabiliDs fatores
estabilizantes incluem forcas repulsivas, como latrostaticas e a
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hidratacdo. Contrariamente, as forcas de atragiino@ gravidade, o
movimento Browniano e as forcas de Van der Waasjs@m uma
desestabilizacdo. O principio da coagulacdo-fleéida pode ser
explicado por diferentes mecanismos, os quais témcemum a
alteracdo de forcas ibnicas no meio. A literaturapfe quatro
mecanismos de desestabilizacao:

» Compressdo da camada difusa: Adicdo de ions coga car
oposta aos coldides incrementando o total de iarsamada
difusa a qual, para manter-se eletricamente newgdaz seu
volume. Desta forma, as forcas de Van der Waalbaaca
com a estabilidade eletrostatica [18)este mecanismo a
guantidade de eletrdlitos € independente da coraggat do
poluente; além disso, ndo ha re-estabilizacdo datscplas
coloidais [22]

» Adsorcdo e formacdo de pontes: Fendbmeno comum para
compostos organicos; os sitios ionizaveis das brgaeias
moleculares se ligam com o poluente de acordo gderado
coagulante, podendo ser catibnico, anibnico outardo

» Adsorcéo e neutralizacdo de cargas: Existe umargiisaa
molécula do coagulante na superficie da particolaidal
para logo, por ter cargas opostas, desestabilgzalbides.
Este fenbmeno inclui interacbes tipo covalentes)tgm de
hidrogénio, troca idnica e reacfes de coordenacao.

e Varredura: As particulas coloidais sdo envolvidasr p
precipitados formados. Este mecanismo € descrito em
processos industriais onde sdo usados sais denéduenfierro,

e os hidroxidos formados séo aproveitados.[22]

Os polimeros coagulantes sdo associados com mecEnide
adsorcédo, formacdo de pontes e neutralizacdo das;ae constituem
um ponto de partida para propor os mecanismos tgi@lpcem nos
coagulantes naturais [94]. A Figura 11 apresenttoidea esquemética
0 processo de coagulacéo-floculacdo usando congposiénicos, onde
ha uma sucessdo de processos elementares que nocorre
simultaneamente e de acordo as condicGes fluxdeekis no meio
(normalmente turbulento) [101]. As etapas propastadiagrama s&o:
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i. Diluicao do floculante em uma solugdo homogénea.

ii. Colisdo entre as particulas coloidais.

iii. Transporte do composto organico adicionado atéarfcie
das particulas coloidais.

iv. Reconformacdo do coagulante adsorvido na superfiase
particulas coloidais.

v. Formacao de ligacdes (pontes) entre as particaleglais.

vi. Rearranjo e rompimento da estrutura dos flocosddos.

© = Estabilizacdo = ‘C}:
@] O estérica b : iv.
OO 3 iii. S G 2 o
O Qo o o
\ .
O d 8!? Form;lpin&el I
d A pontes Rompimento
@)
X / L PR dg} 100,
ﬁ ﬂ ii Colizdo
i 4 ig:'i.zuimu-a ' cﬁ? @.
b
§
Possiveis ligacdes } +O Reconformagio
-i,-! %
vi. —_ @)
Rearranjo

Figura 11. Diagrama esqueméatico do processo de coagulacéo-
floculagdo usando compostos organicos. Adaptadb0ig

Existem duas classes principais de materiais usadgarocessos
de coagulacao-floculagéo:

e Coagulantes organicos e inorganicos incluindo \auiti
minerais (lima, célcio, sais, etc.), sais metalibafolisados
(sulfato de aluminio, cloreto férrico), metais pdeblisados
(policloreto de aluminio) e polieletrélitos [102].
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* Floculantes organicos incluindo polieletrdlitos iéaicos e
anibnicos, polimeros n&do-ibnicos, compostos ardétee
coagulantes e floculantes naturais (taninos, prasgiamidos,
alginatos, etc.) [102].

3.4.1. Fatores que influenciam a coagulacao-floculacéo

E bem conhecido que os parametros de qualidadguda éomo
0 pH, a concentracdo de matéria organica, a tetoparpodem afetar
significativamente o tratamento de um efluente.nfldisso, variaveis
como a dosagem do coagulante, o pH e a carga oagéaitre outros,
determinam a efetividade do composto usado no nteati por
coagulacao [20].

O processo de coagulacdo pode resultar na formdedmcos
pequenos e frageis que podem ser quebrados pasftisicas. Por isto
€ importante dotar o processo de uma capacidada@diite adequada e
sedimentacao rapida dos flocos formados. Uma alieené o uso de
coadjuvantes ou aditivos para facilitar as ligagdgsmra aglomerar os
flocos formados pelo coagulante. Os aditivos, msuileles de caréater
polimérico (natural ou sintético), sdo caracterizagelo seu caréater
ibnico: catibnico, anibnico ou ndo-ibnico. Estesnpostos podem agir
por mecanismos de formacdo de pontes ou por rigagab de cargas
[99].

Uma breve descricdo dos fatores que sdo comumetitdaelos
na avaliacdo de qualquer tipo de coagulante é emtada a seguir,
enfatizando nos principios ativos naturais e nenéiocomo eles afetam
ou influenciam a efetividade final da substanctaea.

3.4.1.1. pH

O desempenho dos polieletrélitos nos processosalgutacao-
floculacéo é principalmente governado pelo pH, al guafetado tanto
pela carga dada pelo polieletrélito quando eleiéi@hdo, como pela
solubilidade dos compostos [103]. Na adicdo de daates
inorganicos, como os sais de aluminio e ferro, adamcas no pH séo
fatores importantes para um tratamento efetivocdm dos coagulantes
naturais, os intervalos de pH nos quais existe efetividade
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consideravel s@o maiores que o0s dos coagulantesyaimoos,
permitindo um processo mais flexivel e sem variacéleruptas dos
pardmetros inicias do processo. Quando se consideaagulantes
naturais, o efeito do pH € mais notavel naqueles apntém taninos
como principio ativo [63]. Quando o componente mGis¢ do
coagulante é um composto protéico, a for¢a idbnizada pela mudanca
do pH ndo afeta a conformacdo das proteinas, n@mtanatividade
coagulante estavel até valores de pH de 4 a 9pfsses valores podem
ocorrer fenbmenos de desnaturacdo da proteina.

A adicdo do composto coagulante pode gerar mudargasi
inicial de um efluente: o uso de sais inorganicesagim decréscimo
mais acentuado que no caso de coagulantes natddaibigengesere et
al. [61], partindo de efluentes sintéticos (Aguating com pH inicial
de 7, chegaram a pHs de 4,2; porém, ao trabalhar cmagulante
natural (extrato de sementesiMeringa oleiferg, a diminuigdo chegou
apenas a um pH final de 6,5.

A determinacao do pH 6timo para coagulantes natp@de ser
dificil, ainda que estes compostos ndo afetem daafaignificativa o
pH do efluente. De fato, a literatura apresentareal 6timos de pH
tanto acidos [104], quanto neutros [64] ou bagit65s].

3.4.1.2. Temperatura

Em geral, os extratos brutos obtidos de matériasagr naturais,
submetidos a altas temperaturas, ndo diminuem duadade
coagulante, ou seu efeito € muito menor que oceflgtvariaveis como
o pH, a dosagem do coagulante ou concentracdalirdoi poluente
[105]. Santos et al. [14] encontraram uma estadiiédaté 100°C de uma
fracdo protéica purificada das sementes MWioringa oleifera
Normalmente as operacdes de coagulacdo-floculag@o faitas a
temperaturas abaixo de 40°C, garantindo a ndo d&gfia dos
principios ativos presentes no coagulante utiliZa8¢ Beltran-Heredia
et al. [63] concluiram que ao trabalhar em tempeaataté 40°C com
extratos deMoringa oleiferana remocado de corantes, a percentagem de
remocdo de cor ndo sofre maiores alteracdes. Algupesquisas
mostram proteinas com uma maior resisténcia, edpemite quando no
estado purificado [14].

A temperatura de estudo é associada com as coadiedis do
efluente no processo ou no ambiente onde ele édolePor exemplo,



45

no caso de aguas superficiais, as flutuacoes aiasaftazem com que os
estudos de coagulacdo sejam feitos a temperatates £0 e 40°C

[106]; este intervalo reane uma grande percentagem efluentes

industriais e domeésticos.

3.4.1.3. Concentracéo inicial do poluente

A concentracéo inicial do poluente afeta diretamentiosagem
requerida de coagulante, influenciando a percentdoel de remocéo.
N&o existe um consenso comum com respeito a priopafitlade do
efeito desta variavel. Tém sido reportadas mai@kséncias em
concentracbes de corantes baixas, onde a percentagxima de
remocdo € atingida de forma mais rapida que enemfits com altas
concentragBes [107]. Outros autores indicam pexgents de remocao
maiores quando a concentracéo do poluente é &§.[A causa desta
diferenca é explicada pela maior quantidade de cutdé disponiveis
para a colisdo com as cadeias moleculares doslaoses!

3.4.1.4. Agitacao

A coagulacao-floculacdo inicia-se com a misturaidapdo
efluente com o coagulante, o agente floculante suwlais. A alta
velocidade de agitacéo distribui o composto (satgénico, polimero
sintético ou natural) por toda a massa de aguaefwsnente, numa
etapa lenta ocorre a formacéo dos flocos e a aghgde das moléculas
gue permite a sedimentacdo do poluente para suec@enposterior
[108].

A otimizac&o destas etapas depende do estabele¢oimeruma
velocidade de agitacdo, na etapa rapida, que paodum fluxo
turbulento de modo a formar uma mistura homogémeapdrticulas,
sem formagdo de flocos. Na mistura lenta o objeévéavorecer as
colisbes de particulas e a formacdo de pontes, @ssan ter uma
formacao progressiva de flocos [101]. A escolhadardos tempos de
agitacdo nas etapas rapida e lenta ocasiona prableomo a formagao
de flocos finos sem capacidade de sedimentacacstaopente, a
otimizacdo destes tempos pode trazer beneficio® aiminuicdo na
dosagem dos coagulantes; estas vantagens e desventsdo mais
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visiveis quando se trabalha com dosagens baixasodgulante
[99,106]. E conveniente garantir tempos iguais caiones aqueles
considerados como 6timos; tempos insuficientesazdasdecréscimos
na remocdo, com aproveitamento deficiente da cd@dei do
coagulante [17]. Tempos de agitacdo rapida entee 10 minutos e
etapas lentas de 30 minutos s8o usadas comumenttestes de
coagulacéo [22,62,64].

As velocidades de agitacdo na etapa de misturdard&gstao na
ordem de 150-300 rpm. Na etapa lenta, valores cerastdio entre 30 e
60 rpm [12,61,107]. Nao existem uma relacdo sigaiiva entre as
velocidades e tempos das duas etapas.

3.4.1.5. Dosagem do coagulante

A formacdo de pontes na coagulacao-floculacdo diepeata
existéncia de sitios livres suficientes na moléalta poluente que
permitam a adsorcdo das cadeias longas do coaguwegénico. Uma
superdosagem do coagulante pode ocasionar uma idagent de
ligacbes muito alta na superficie do poluente, dedonque a re-
estabilizacdo dos colbides seja favorecida, imgkdima agregacéao e
posterior formacgéo de flocos (Figura 12) [102].aEbsagem excessiva
pode também aumentar a turbidez da agua devideeasé® da carga
coloidal ocasionada pela grande quantidade de mlak@dsorvidas;
além disso, no caso de coagulantes naturais, aimeohdo ligada fica
na solucdo, aumentando a carga organica do eflfiéhie Por outro
lado, uma dosagem insuficiente ndo permite a folimadas pontes e
dificulta o contato poluente-coagulante. Estas idenacdes conduzem
a idéia de uma dosagem 6tima, que é encontradanremalor menor a
completa saturacdo da superficie por parte do tmagyu assim,
propbe-se que a dosagem O6tima é diretamente piopakca area
superficial das particulas do poluente [102].
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Figura 12. Diagrama esquemético da a) formacéo de pontes e
floculacéo e b) Re-estabilizacdo dos coldides [102]

3.4.1.6. Adicéao de alcalinizante

Para facilitar o processo de aglomeracdo de phaticque
possam sedimentar deve-se garantir a alcalinidadmedo, seja pelas
condicbes originais do efluente ou pela adicdo dgiliares de
coagulacdo que proporcionem um carater basico ao. @empostos
como o carbonato de sédio e os hidroxidos de shd#lcio sdo usados
comumente nestes tratamentos [22]. A escolha datagédcalinizante é
governada primeiro por sua efetividade e segundlus pristos. Além
disso, é importante avaliar a possivel presencaiods residuais
(carbonatos principalmente) que possam gerar prade de
precipitacdo e incrustacdo em equipamentos naagschlstrial [109].

3.5 Coagulantes naturais

Os sais de aluminio e ferro sdo os coagulantes ecoaisimente
usados em agua e tratamento de efluentes. No enfarquisadores
tém indicado sérios inconvenientes relacionados eammo destes sais,
como por exemplo a doenca de Alzheimer, que esséaciasla a
guantidades residuais de aluminio na agua tratt@la Além disso, a
disposicdo dos lodos gerados no tratamento € |difésiido a grande
guantidade de material inorganico presente [49]reagdo de sais de
aluminio com a alcalinidade natural da 4gua e gua & diminuicdo do
pH [20]. Até hoje, varios coagulantes como os déisicos e 0s
policloretos tém sido sugeridos como alternativas sais de aluminio
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[102]. Embora estes materiais se desenvolvam adamente na
coagulacao, consequéncias positivas na salde esimoambiente ndo
estdo garantidas.

Outro tipo de coagulante usado sdo os polimerdétisivs, os
guais podem ter carater catidnico ou anibnico. Uss g@roblemas
apresentados no uso destes compostos é a presengerdmeros
toxicos nos lodos formados, e que estdo relacienadm problemas
neuronais e propriedades carcinogénicas [49].

O uso de coagulantes organicos naturais apare@e emino uma
alternativa sustentavel para o tratamento de amgsiduais [12]. Eles
tém caracteristicas como alta densidade de caagejas moleculares
compridas, formacdo de pontes e precipitacdo emnpttros ou
alcalinos, especialmente [99]. A substituicdo daesmicos usados
comumente pelos coagulantes naturais diminui adesae dosagem de
coagulantes e floculantes, e gera lodos de sedig@mtcom maior
biodegradabilidade, menores volumes (reducdo d8020)y, maiores
facilidades de manuseio e sem substancias potewgite toxicas [110].
Em zonas rurais ou afastadas, coagulantes natliad®s de plantas da
regido séo usadas para propdésitos domésticos, meste® do uso de
coagulantes quimicos, aproveitando os baixos cud®sobtencéo,
processamento e a disponibilidade [20,49].

Os principios ativos, particularmente compostostéiros e
fendlicos, sdo extraidos de diversas partes dastaplacasca, talos,
folhas, fruto, flores e até as raizes [111]. Hojedta, tém sido relatadas
na literatura experiéncias com coagulantes obtdpartir de diversas
espécies vegetais: feija®Haseolus Vulgarjs[48], Moringa Oleifera
[59,60,62,64], Opuntia spp [20Jtrychnos Potatorunl. [94,112],
Cassia javahikai [113], Quiabo Abelmoschus esculentudl14],
Quebracho(Schinopsis balansad)L06], amido de mandioca [115],
Acacia negra(Acacia mearnsii)[116], goma guar(Fabaceae)[117],
Jathropa curcasCastanha/Castanea sativaj100], Maize Zeemays)
[118] e outros matérias agricolas [119].

Na industria j& existem varias marcas comerciatigadomo
coagulantes ou floculantes baseados em princigie®sanaturais.
Produtos comaAcquapol C-1 Acquapol S5Te Tanflog obtidos da
Acacia mearnsiie comercializados no Brasil, S&lvafloc derivado do
QuebrachaSchinopsis balansae) distribuido na Italia, sdo exemplos
de coagulantes com taninos com principio ativo].100

As caracteristicas fisico-quimicas dos coagulamiégrais abrem
a possibilidade de testa-los com vérios poluerteego na forma de
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material particulado como na de compostos dissavj89]. A Tabela 7
apresenta um resumo de alguns dos efluentes galdsst

Tabela 7.Exemplos de efluentes tratados mediante coagulagéo-
floculagéo utilizando compostos de origem natural

Efluente Referencie

Surfactantes anibnic [15,116
Suspensdes inorganicas (bentonita, caol [14,49,61,62,6¢
Efluentes contendcorante [12,63,100,10:
Efluentes de mini [110]
Efluente contendo ions metali [112,113
Efluentes contendo substancias hum [114]
Agua de pog [115,117
Aguas superficia [100,106
Emulsde ague-odlec [110,120
Aguas residuais doméstii [100]
Tratamento de agua poté [93,121

Os coagulantes naturais podem ser usados como langgu
primarios em substituicdo aos coagulantes ou fadtak quimicos ou
sintéticos, ou ainda como coadjuvantes destes M @ficiéncia destes
compostos € influenciada pelo grau de purificac®iversas técnicas
séo utilizadas para isolar os principios ativas, ¢amo o fracionamento
por troca ibnica, dialise e a eliminacéo de lip&lgt3,62].

Os processos envolvidos na obtencédo de coagulnatamis a
partir de plantas podem se dividir em trés etapasipais (Figura 13):

» Secagem e pulverizacdo das partes da planta: chitpso
obtidos nesta etapa ndo s6 contem 0s agentes;alivioes
compostos organicos podem estar presentes e pddéan &
carga do efluente e, portanto o desempenho do leaaguNo
entanto, seu uso sem purificacdes adicionais gema u
diminuicdo dos custos do tratamento [122].

» Extracdo: A extracdo dos principios ativos pode feén
utilizando diferentes solventes (organicos, aquosokicoes
salinas) que podem influenciar as estruturas qgaknic
extraidas e as propriedades eletrostaticas dotexttatido
[122].

» Etapas terciarias, raramente utilizadas na indjsrdirigidas
a pesquisa para a determinacdo e caracterizacdageases
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ativos. Incluem processos de liofilizacao, didéseoca ibnica
[61,62,123]. Estes procedimentos incrementam ooctatal
de processamento sendo utilizadas industrialmenteeste
em alguns casos, como por ex. pakdcginga Oleifera[94].

Extragio
com
Iventes | |
solventes Didlise
organicos
Remogio de _— e
aies Pulverizagao Extraci Liofilizagao
ries X 0
PLANTA[— = P*es | Secagem [—» manual ou T M —
indesejaveis . aquosa
) mecanica .
via corte Troca iénica
Extragio em —
»  solugio [ Precipitagdo
salina
Processamento Processamento
Processamento .- [
o secundario terciario
primario N e
(extragao) (purificagio)

Figura 13. Etapas gerais de processamento na preparacao de
coagulantes naturais obtidos a partir de plantdaptada de [94]

A escolha do agente extrator deve favorecer a g
coagulante sem prejudicar 0 custo da operacdo e gsgar Novos
contaminantes no efluente. Okuda [62] indica qeeagulante extraido
das sementes dsloringa Oleiferacom solucdo salina de NacCl, tem
uma capacidade 7 a 8 vezes maior que aquele extraia agua.

O uso de coagulantes naturais traz junto variapgedemanda
guimica de oxigénio (DQO) do efluente, devido asenga de
biomoléculas que podem incrementar a carga orgafk2s].
Ndabigengesere et al. [64] e Anastasakis et al4][ldbtiveram
aumentos até de 50% no valor inicial da DQO doeefle. Esta
mudanca pode ultrapassar a demanda de cloro e consequéncia
favorecer a formacdo de trihalometanos durante acepso de
desinfeccéo. A purificacdo dos extratos brutos fiergque o efeito no
aumento da DQO seja menor [123]. Antov et al. [#i8¢ram uma
purificacdo da proteina obtida de sementes deofej@&btiveram uma
carga organica 15 vezes menor no efluente trataio ¢ extrato
purificado que a obtida ao tratar o efluente coemtoato bruto.

Um aspecto importante na efetividade dos coagudardéurais é
seu armazenamento, bem seja dos sélidos coletadatos extratos
produzidos. Katayon et al. [124] tiveram uma dingéo na atividade
coagulante de sementes de M. Oleifera com o aunumtiempo de
estocagem da matéria prima.
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3.6 Remocdo de corantes

Grandes quantidades de corantes sdo jogadas antmlem
efluentes aquiferos. Além da contaminacao intrenspee geram, sua
presenca reduz a penetracdo da luz afetando aidpdmtde oxigénio
dissolvido de forma mais critica que outro tipocd@taminantes, pois
dificultam o processo fotossintético feito peladl@aquatica e alterando
0s processos de respiracdo da fauna [21]. Algusites sdo toxicos e
mutagénicos; outros, como € o0 caso dos coranteEobagtém o
potencial de liberar compostos classificados coamerigenos devido
a presenca de estruturas como a benzidina [22].

A classificacdo dos corantes é baseada em vaitgsias, tais
como a estrutura quimica ou a natureza acida oigahdentre outros
[16]. Uma classificacdo aceita mundialmente é icinde Cor (Colour
Index - Cl), que é publicado pela SDC (Socigtpyers and Colourists)
junto com a AATCC (American Association of Textithemists and
Colorists). Nesta base de dados, corantes e pigmséb agrupados por
faixas de cor com estruturas quimicas similare$ [QRase dois tercos
dos corantes organicos sdo compostos azo, segeidgsercentagem
pelas antraquinonas (15%).

A Tabela 8 mostra as categorias estabelecidas Qlefmara os
corantes testados no presente trabalho, os quai€lassificados de
acordo a estrutura molecular principal e ilustradaFigura 14. Esta
estrutura € composta regularmente por anéis amwsat por uma
unidade funcional insaturada onde a cor € deseideolcromoéforo).
Além disso, podem existir grupos funcionais adiaisn(-OH, -NH, -
N(CHa),, etc.) ligados aos anéis, denominados auxocrof®ig.[

Cromdforo A

Cromdgeno
Figura 14. Exemplo da estrutura de um corante (4-aminoazobenze
Amarelo forte) [125]

Pode-se observar na Tabela 8 que para cada estmtlecular podem
existir varios modos de aplicacdo, o que dependenemlmente da
superficie ou material onde o corante é aplicaddaBela 9 resume 0s
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principais campos de uso dos corantes, enuncisgglasatdo ao método
de aplicacdo utilizado para cada corante; estssifit@gdo € muito

usada na inddstria.

Tabela 8.Classificacdo de corantes e pigmentos segundaiceide

Cor
Estrutura Codigo Grupo Classificagdo por
molecular . Exemplo modos de
basi Cl funcional o
asica aplicagdo
Monoazo 11000- -N=N- Azul Acidos, diretos,
19999 Maxilon dispersos, basicos,
GRL 300% rpordentes, reativos.
Trialrilmetano 42000- Q Verde Acidos, basicos,
44999 O malaquita mordentes.
Tiazina 52000- N Azul de Basicos, mordentes.
52999 metileno

5

Fonte: Adaptado de [21,22,125]

Ao longo do

tempo, pesquisadores tém

desenvolver técnicas para remover os corantes da &gsidual e
diferentes procedimentos tém sido propostos: ad@leosgn materiais

como carvao ativado

e biosélidos [21], degradad$ioaf ou quimica,

oxidacao fenton, degradacéo eletroquimica, ozoau,astc. [63].

Tabela 9.Campos de utilizacdo dos corantes de acordo amétdo

de aplicacdo

Modo de aplicacdo

Principais usos

A cuba

A tinta

Acidos

Ao enxofre
Basicos

Diretos
Dispersos
Mordentes
Reativos
Solventes
Pré-metalizados
Branqueadores Opticos

Fibras naturais e artificiais

Fibras naturais

Alimentos, couro, fibras naturais e sintéticag, ffapel
Fibras naturais (celulsicas)

Couro, fibras sintéticas, 18, madeira, papel

Couro, fibras naturais e artificiais, papel

Fibras naturais e sintéticas (acrilicas)

Aluminio anodizado, 13, fibras naturais e sinté&tica
Couro, fibras naturais e artificiais, papel

Ceras, cosméticos, madeira, plasticos, vernizgasti
Fibras protéicas e poliamidas

Detergentes, fibras naturais, artificiais e sint]
plasticos, sabdes, tintas, papel

Fonte: [21]

trabalhado em
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Nos processos de coagulacdo-floculacdo, diferetipes de
coagulantes naturais tém sido utilizados com socessno agentes
primarios para remover corantes. A Tabela 10 aptasem resumo
destas pesquisas, fazendo énfase no tipo de coeahtdado e sua
estrutura molecular base. Existem também estudds o coagulantes
sdo usados como coagulante secundario ou comoldafideupara
diminuir o uso do coagulante principal, que norma&ite € um sal
inorganico [126].

Tabela 10.Estudos de coagulacdo-floculacdo para remocéoreates
relatados na literatura utilizando coagulantesra#u

% de .
Corante Classe Coagulante 5d Referencia
remoca

Violeta de Antraquinona a. Extrato de 90 [98,100]
alizarina Moringa Oleifera

b. ACQUAPOL C- 55

1? 55

c. TANFLOC 40

d. SILVAFLOC 65

e. ACQUAPOL 20

SST 10

f. Quitosana

g. Amido
Azul de metileno Tiazina a. Extrato de 0 [16,63]

Moringa Oleifera

b. ACQUAPOL C- 0

1
Carmin de Indigo a. Extrato de 55 [16,63]
indigo Moringa Oleifera

b. ACQUAPOL C- 8

1
Preto Palatino Monoazo a. Extrato de 100 [16,98]

Moringa Oleifera

b. ACQUAPOL C- 80

1
Azul Sky Diazo a. Extrato de 100 [16,63]
Chicago 66 Moringa Oleifera

b. ACQUAPOL C- 70

1
Ericromocianina Triariimetano a. Extrato de 40 [16,63]
R Moringa Oleifera

b. ACQUAPOL C- 10

1
Vermelho acido Monoazo a. Extrato de 100 [16,63]

88 Moringa Oleifera
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b. ACQUAPOL C- 75
1
Vermelho de Diazo a. Extrato de 70 [118]
congo Moringa Oleifera
b. Extrato de milho 45
c. Quitosana 65
Preto acido 1 Diazo Quitosana 82 [107]
Violeta acido 5 Monoazo  Quitosana 83 [107]
Preto reativo 5 Diazo Quitosana 85 [107]
Verde de Triariimetano Extrato de conche 55 [104]
Malaquita de caracdl
Laranja direto 26 Diazo Extrato de 50 [113]
sementes de
Ipomoeae
dasyspernta
Vermelho acido Diazo Extrato de goma de 30 [113]
114 sementes de
Ipomoea
dasysperma
Azul procion Antraquinona Extrato de goma de 20 [113]
brilhante sementes de
Ipomoea
dasysperma
Violeta de cristal Triarilmetano Extrato de 75 [12]
sementes de uva
Verde de Triariimetano Extrato de 60 [12]
malaquita sementes de uva
Amarelo ouro Diazo Mucilagem do 60 [127]
Tamarindus indica
Vermelho direto Monoazo  Mucilagem do 25 [127]

Tamarindus indica

T Méaxima percentagem de remocdo atingida para catile em funcdo de
diferentes variaveis (pH, dosagem de coagulantecerdracdo de corante,
temperatura, etc.)

2 Coagulantes a base taninos extraidos Afmcia mearnsii (TANFLOC,
ACQUAPOL C-1, ACQUAPOL SST) e d@uebrachdSILVAFLOC)

% Polissacarideo catidnico de origem animal, enadotrno exoesqueleto de
crustaceos

“De origem animal

® Planta nativa da india

Os corantes, especialmente os acidos, basicogieosepodem
escapar do tratamento convencional de 4guas residesido ao seu
proposito industrial: resistir ataques microbioting e fendmenos de
fotodegradacdo ou degradacdo quimica [128]. Nosemtts das
indastrias téxtil, plasticos, pinturas, tintas enbutras, os corantes séao
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encontrados na forma coloidal, porém ndo sedimehtawque dificulta
sua remocdo por processos mecéanicos [104]. Depeoddm carater
acido ou béasico do corante e das propriedadesa®mo agente ativo
cada coagulante é capaz de remover um tipo especi moléculas.
Utilizando um coagulante modificado a base tanBaltran-Heredia et
al. [16], acharam altas percentagens de remocamramtes anibnicos
das classes azo e antraquindnico, e nao obtiveeahum tipo de efeito
em corantes catibnicos (azul de metileno).

A eficiéncia de remocado de diferentes corantesypormesmo
coagulante é variavel, mesmo que eles tenham a anestnutura.
Szygula et al. [107] acharam percentagens de remdiférentes em
corantes reativos com as mesmas quantidades desgsuffonicos. As
explicacdes destas diferencas estéo relacionadasras propriedades
acido-base do corante (possiveis dissociacdes) o8 mecanismos de
agregacao do corante.

No estudo dos sistemas coagulante-corante, a ergdiatistica
baseada no planejamento experimental se apresenmt® ama
ferramenta para avaliar diferentes condicbes (pldsagens de
coagulante, concentracdo do corante, temperatucs, dsando a
determinacao das condicdes 6timas de operacéao [63].

De acordo com a Tabela 10 a maioria dos estudasdesiida a
remocdo de corantes de carater Acido sobre os gsai®agulantes
naturais geralmente apresentam uma eficiente deacélo.
Contrariamente, em alguns casos 0s resultados emtes basicos ndo
apresentam bons resultados [16,63] devido a reputid forcas
eletrostaticas entre o corante e o coagulante dugdo aquosa. No
entanto, outras pesquisas [12] mostram a possi#¢idle remover este
tipo de corante com uma efetividade aceitavel.

Os corantes basicos séo considerados os maiss@eéta ETAD
(Ecological and Toxicological Association of Dye$tivanufacturing
Industry) [22]. No presente trabalho foram escalkidorantes basicos
das classes monoazo (Azul Maxilon 300 GRL), tniaelano (verde de
malaquita) e tiazina (azul de metileno). Até o dm hoje, poucas
pesquisas tém sido orientadas & avaliacdo de euagslnaturais em
corantes catibnicos [12]. Informacdes relativassaeg corantes séo
apresentadas na Tabela 11.

Pesquisas anteriores [12] comprovam a capacidadacidio
tdnico e da catequina, polifenois presentes emrgiigepartes das
plantas, de induzir a descoloracdo e a sedimentdggmarticulas em
solucdes aquosas. Os mecanismos de interacdo taolpoopostos séo
relacbes ion-ion e ion-dipolo, aproveitando os Idgpgermanentes
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resultantes da eletronegatividade do oxigénio mopag funcionais ou
mesmo a perda de ions hidrogénio na solucéo afflsa

Desta forma a avaliacdo da descoloracdo de coreatiégicos

constitui um amplo campo de pesquisa que pode mpidasolver um

problema especifico devido a toxicidade e problemesados pela
presenca desses corantes em efluentes. Nos segaap@ulos sdo
apresentados a metodologia e os resultados dogssgasc extrativos
realizados com a parte aérea da mandioca, e des t#s descoloragéo
conduzidos sobre alguns corantes basicos.

Tabela 11.Caracteristicas principais dos corantes basictates

Problemas gerados no

Categoria Caracteristicas
efluente
¢ Representam 60 % dos corani ¢ Suas dosagens letais
comerciais existentes (especialmel  sdo menores a 1,0 ifig
os reativos) e 43 % dos corant !
5 basicos « Em suas formas
5 * A presenca de grupos sulfonad hidrolisadas produzem
£ acrescenta sua solubilidade em &gt aminas carcinogénicas
Q » Sofrem biodegradacdo em ambien e« 15 % dos corantes azo
< anaerobios séo vertidos sem
e Tem alto padrdo de fixacdo e al tratamento algum.
resisténcia contra a luz e umidade
¢ Apresentam coloragfes intensas. ¢ Suas modificacdes
» Sdo utilizados como indicadores « moleculares no efluente
pH séo potenciais agentes
o +Sd0 usados como tracador carcinogénicos.
= hidrolégicos « Causam alterac6es
I » Representam 3% dos corant mMetabolicas em peixes
£ utilizados industrialmente e 11% dc  presentes em aguas
3 corantes basicos contaminadas.
= S0 utilizados principalmente e/ ¢ Altamente txicos para
fibras acrilicas por sua rapida fixagz ~ células de mamiferos,
promovendo tumores
hepéticos
¢ Sao 5% dos corantes basicos ¢ Suas dosagens letais
* Além de ser usados como corant  S&o menores a 1,0 mg:|
8 s&o utilizados como inseticidas e ¢ .
B aplicacdes bioldgicas » S&o associados com
= » 60% dos corantes tiazinicos s problemas no sistema
béasicos nervoso e irritagdes

severas nos olhos

Fonte: [125,129,130,131]
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4 MATERIAL E METODOS

Na Figura 15 é mostrado um esquema de trabalhogtmpara a
avaliacdo da atividade coagulante da parte de akremandioca. O
diagrama inclui as etapas de processamento comerseguidas em
pesquisas para a extracdo de compostos protéicdendlicos em
vegetais (Figura 13) [94]. As folhas e o0 caule for@studados
separadamente para aproveitamento das caracesiiico-quimicas
de cada parte estudada.

4.1 Material

4.1.1. Folhas e caule de Mandioca

As folhas e o caule de mandiodsiahihot esculentaCrantz)
foram fornecidos pelo Engenho Trés Irmas, locabizad comunidade
Trés Barras, na regido de Palhoca, estado de Satdsina. Tanto as
folhas quanto o caule foram coletados em plantasagyoximadamente
guatro meses de idade (tempo apds o plantio). leddrescas foram
separadas do caule e transportadas em caixagde, idoetamente para
o laboratorio para lavagem e secagem, processdaijfeito até 24
horas ap6s a colheita.

O caule foi submetido a um processo prévio de swoag
trituragcdo no engenho. O produto triturado foi $gortado até o
laboratério, embalado em sacolas de polietiienoalia densidade,
seladas e armazenadas a -20°C até seu uso pareparagdo dos
extratos brutos.
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Parte aérea
da mandioca

#

Classificagdo do
material ¢
processos de corte

P

Folhas Secagem Caule

]

Redugio de
tamanho
1
Extragdo em Extragdo em
solventes solventes
aquosos organicos

, L

Testes de
Testes de atividade descoloragdo de
L—» .
hemaglutinantes efluentes com
corantes catiénicos

Yy

Purificagdo
parcial

#

Caracterizagdo

Figura 15. Esquema de trabalho proposto

4.1.2. Amostras de eritrocitos

O teste aceito para medida da atividade hemaghténatiliza
sangues humano, de coelho ou de rato. Sendo oeshngwano o0 mais
facilmente disponivel, este foi usado como pad&amgues bovino, de
frango e suino foram usados visando possivel gdlicam tratamento
de efluentes de frigorifico.
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Sangue humano tipo O+ foi coletado de voluntarie na
instalag6es do Laboratério Santa Luzia, Florianép&8C. O sangue de
frango foi coletado na planta de producédo da Sami€hapeco, SC. As
amostras de sangue de porco e bovino foram obtidamatadouro
experimental do Instituto Federal Catarinense, Gsmge Concordia,
Concoérdia, SC. Todas as amostras foram coletadass@uotao
anticoagulante de citrato de sédio 3,8% (1 ml dacdo de citrato a
cada 9 ml de sangue) para evitar a coagulacao tducatransporte, o
gual foi feito sob temperatura de refrigeracdo 12)8

No laboratério as misturas foram lavadas sucess&magancom
solucao salina tamponada pH 7,4 na proporcéo dedé sangue a cada
4 ml de solucéo salina e centrifugadas a ¥§GD20°C por 15 minutos.
O sobrenadante (soro e material hemolisado) focattsdo e o
precipitado lavado. Repetiu-se este procedimerdmhtencdo de uma
massa de eritrécitos integra, livre de soro ou madtdiemolisado.
Finalmente, o volume de precipitado foi diluido cewiucdo salina
tamponada pH 7,4 até atingir uma suspensao déaitils 2% (v:v). As
suspensdes de eritracitos foram refrigeradas atéseem testes de AH
[10,58].

4.1.3. Corantes

Os corantes utilizados para os estudos foram o deuhetileno,
Verde de malaquita e Azul maxilon GRL 300%, todies ele carater
basico. Cada um deles tem uma classificacdo diferé@ acordo ao
indice de Cor (IC). Outras caracteristicas destesantes s&o
apresentadas na Tabela 12 e suas estruturas siadassa Figura 16.

Tabela 12.Propriedades dos corantes utilizados

Cédiao Massa Méaxima
Corante Cllg Classe molecular absorbancia
(gigmol™) (nm)
Azul de 52015  Tiazina 319,8 665
metileno
Azul Maxilon

GRL 300% 11105 Monoazo 456,0 608
Verde c_ie 42000 Triaril 364.9 620
Malaquita metano

Fonte: [12,104,131,132]
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Figura 16. Estruturas moleculares dos corantes a) Azul diéemet b)
Azul Maxilon GRL 300% e c) Verde de Malaquita

4.1.4. Outros materiais

Sacos de didlise com limite de exclusdo de 2 kDiamensdes
33*21 mm foram fornecidos por INLABA albumina sérica bovina
(BSA), o 4cido tanico e o hidrogenoftalato de psitasitilizados como
padrées foram marca SIGMA. Os demais reagentesnfal@ pureza
analitica de marcas variadas.

4.2 Metodologia

4.2.1. Processamento primario

As folhas frescas transportadas ao laboratoriarfdeevadas em
hipoclorito de so6dio 1% e secas a sombra durantehdi®s a
temperatura ambiente (20-25°C). As hastes foramvatas, bem como
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0s peciolos e outros materiais [30]. Posteriormeptecedeu-se a
secagem em estufa a 35-40°C até peso constantté mbtencdo de
umidade inferior a 10%. As folhas secas foram néta liquidificador
industrial até obtencdo de uma farinha com um thmanaximo de
particula de 1 mm. A farinha foi armazenada a teaipe de
refrigeracdo (2-8°C) em sacolas plasticas seladam frascos de
vidro, hermeticamente fechados [29].

Da amostra bruta de caule foram retirados pedaeobadtes,
folhas ou qualquer outro tipo de material diferefesteriormente, foi
seco em estufa a 35°C até peso constante ou atfr atima umidade
maxima de 10%. O material seco foi moido em lidigiddor industrial
até obter uma farinha com um tamanho maximo décpkrtde 1 mm.
A farinha obtida foi armazenada da mesma formaagifelhas (2-8°C).

4.2.2. Processamento secundario

4.2.2.1. Extracéo

A extracdo aquosa foi feita em uma relacao de (g2fe folhas
moidas:ml de agente extrator) com uma agitacdo muec&uficiente
para suspender o solido no solvente. No caso tesfas condicdes de
tempo e temperatura de extracdo foram otimizadeslot como base
estudos anteriores [10,58]. Foram testados tempestdacéo entre 15 e
120 min e temperaturas de 10, 25 e 40°C. Quantcwaate, ndo
existindo estudos anteriores sob processo de @axtradoram
estabelecidas as condi¢Bes de temperatura e tesrgdrdcdo nas quais
o rendimento protéico e de taninos obtido nas foltesse o melhor
possivel.

Apos a extracado, o extrato bruto foi filtrado duages com papel
Whatman N.1, resultando em um liquido livre de solidos sasps. No
caso da permanéncia de material particulado emess&p, procedeu-se
a centrifugacao (256, 20 °C, 10 min) apos a filtracdo. Os extratos
obtidos foram armazenados em geladeira (2-8°C)ligadios para os
diferentes testes no maximo 3 dias apos feitaragia.

O processo de extracdo com solvente organico &izeelo para
as duas farinhas processadas (folhas e cauleljtifpada uma relacdo
1:20 (g de farinha:ml de agente extrator) utilizammbmo solvente
organico etanol 70% [11]. No extrato aquoso foitafeiima dupla
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filtracdo com papel filtro Whatman No.1 seguidaceatrifugacdo nas
condicOes ja descritas.

Os extratos brutos foram concentrados [11,87] eaexaporador
a vacuo a 60 °C, velocidade de agitacdo: 40 rpagspio de vacuo 60
mmHg, e resfriamento do destilador a 10 °C,. Estequlimento foi
realizado até reducdo de 85% do volume inicial ®wae filtrado,
levando aprox. 45 minutos para cada 450 ml de textréginal.

Os extratos foram armazenados de 2 a 8°C, podamdasados
até no maximo 3 dias apds a extracao.

4.2.3. Processamento terciario

Com o objetivo de fazer a caracterizacdo dos pioeiativos
presentes nos extratos brutos, processos de pgéficparcial foram
conduzidos. Eles sdo descritos a seguir:

4.2.3.1. Fracionamento salino do extrato bruto de folhas

Ao extrato aquoso de folhas de mandioca adicioeosu$fato de
amoénio solido até atingir 50% saturacdo de acoaip a Equacédo 1
[54].

_533(5,-S,)

8= To0 035, (1

100-0,3S,
Onde:

G = Quantidade de sulfato de amdnio por litro decgm
S, = Percentagem inicial de saturacdo de sulfato dman(0%)
S, = Percentagem final de saturacao de sulfato deiant®oPo)
O valor de 533 corresponde a solubilidade do sutdataménio a 20 °C
(533 dlL™Y). Os valores de 100 e 0,3 foram determinados tir parfato
que uma solucao saturada de sulfato de aménicsprdei 761 ™.

O extrato bruto foi mantido em banho de gelo coritagdo
magnética durante a adicdo do sulfato, a qualeita fentamente para
eliminar a possibilidade de desnaturacdo por fendmele tensdo
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superficial. A agitacdo foi mantida por 30 min apodltima adicdo do
sal para garantir o equilibrio [54]. Em seguidamiatura foi posta para
descansar a 2-8°C por uma noite. Posteriormentextoato foi
centrifugado (8008g, por 15 min a 10°C) [10]. O precipitado foi
redissolvido em solucdo tampdo fosfato pH 7,4 -elisdido
exaustivamente contra a mesma solucdo, fazendwmcastrdiarias
durante 48 horas, com agitacao constante.

Na precipitacdo, o sulfato de ambnio foi, primeieate,
adicionado lentamente com agitacdo constante p#ea @ formacéao de
bolhas, o que indica a desnaturacdo das protetnasterface ar-agua;
em segundo lugar, garantiu-se adicdo de quantidepecifica de
sulfato, considerando a densidade inicial e fimakdlucdo, de modo a
manter a percentagem da saturacao desejada [133].

Uma parte da suspensado dialisada foi submetidastastale
hemaglutinacéo, e a outra posta para secar a 3%fithazenada em
geladeira, até o uso em testes de AH ou em endaigaracterizacao
por FTIR. Para os testes de AH, a amostra diali$aidauspensa na
menor quantidade possivel de agua ou solucao tampéao

4.2.4. Caracterizacdo

4.2.4.1. Umidade

A umidade foi determinada, em triplicata, utilizarmlmétodo de
perda de &4gua por secagem até peso constante @ #@5°folhas
frescas, do caule previamente seco e das farittti@me apos trituracéo
[134].

4.2.4.2. Teor de proteina

A determinacdo do teor de proteina nos extratodeitd pelo
método de ligacdo corante-proteina de acordo a f@hd[135]
utilizando Albumina Sérica Bovina (BSA) como pam(ANEXO 1).
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4.2.4.3. Teor de taninos

A determinacdo de taninos foi feita de acordo adodwe
resumido por Barman et al. [136], o qual incluiauremocéao previa de
pigmentos das amostras solidas com dietil éter ido dacético. A
medicdo dos compostos fendlicos foi conduzida wsandho solventes
etanol 70% (para simular as condicOes reais datexte acetona (para
garantir a maior remocé&o possivel).O teor de tanéndeterminado por
diferenca entre os fendlicos totais, medidos pettodo de Folin-
Ciocalteu (Makkar et al. [92]), e aqueles ndo tasiicdeterminados
utilizando polivinilpirrolidona (PVP) como liganté curva padréo foi
elaborada com &cido tanico (ANEXO 1). Os valorearforeportados
como equivalentes de &cido tanico (base seca).dfisandos taninos
condensados foi feita pelo método Butanol-HCI deda com Porter et
al. [137]. Os resultados foram calculados pela Ego&e reportados
como equivalentes de leucocianidina [136]:

A5 50 nm*78,26*F

% TC = @)

%ms
Onde:

%TC = Percentagem de taninos condensados.

A = Absorbancia da amostra a 550 nm.

F = Fator de diluicdo na medi¢ao espectrofotonatric
%wms = Percentagem de matéria seca da amostra.

Os taninos hidrolisaveis foram calculadetapliferenca entre os
taninos totais e os taninos condensados.

4.2.4.4. Determinacdo do ponto de carga zero

O extrato etandlico previamente concentrado e dadgd-20°C)
durante 24 horas foi liofilizado. O sélido foi armemado em atmosfera
inerte até a realizacdo do espectro FTIR e a detacdo do ponto de
carga zero.
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A determinacido foi feita de acordo Gerovic et al. [138].
Amostras de 0,200 g do sdlido liofilizado obtidoeddrato etandlico de
caule foram levadas a erlemeyers com 20 ml de &olde NaCl 0,1 N
ajustados previamente a diferentes valores pH miededicdo de HCI
ou NaOH 0,1 M. Os frascos hermeticamente fechaol@sf mantidos
sob agitacdo constante (90 rpm) em um shaker ndistaDI-940 a
25°C. O pH foi medido utilizando o pHmetro marcgibiex DM-23.

O pH foi monitorado a intervalos de 1 hora até ntde de
valores constantes, ponto atingido ap6s cerca ddorhs. Por
conveniéncia, a agitacao foi mantida por 24 h parantir o equilibrio
das solucdes. Os valores de pH finais foram plataga funcdo dos
valores pH inicial. A intersec¢do da curva comta yex indica o ponto
de carga zero do sélido purificado.

4.2.4.5. Espectros FTIR

Com o objetivo de obter informacdes estruturaisresobs
compostos extraidos, foi feita a analise FTIR égsiisites amostras:

» Extrato aquoso das folhas, precipitado com suliatamoénio,
dialisado e seco.
» Extrato etandlico do caule, concentrado e liofdiaa

Leituras foram realizadas em pastilha de KBr, nat@é de
Analises do departamento de Quimica da UFSC, eecesfotdmetro
System 2000, PERKIM & ELMER 16 PC.

4.2.5. Atividade hemaglutinante

A determinacdo da AH foi realizada com diferentespensdes
de eritrécitos preparadas, segundo metodologiaritegor Silva [10].
Placas de microtitulacdo, contendo 4 fileiras dpo6os cada, foram
preenchidas com 1Q4l de solucao tampéao fosfato pH 7,4 e em seguida,
acrescidos com igual volume de amostra de ext@qrmeiros po¢os
da fileira. A amostra foi submetida a diluicdo akffbase 2 em triplicata,
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com homogeneizacéao e transferéncia delQfara o po¢o seguinte até
0 penultimo poco da fila. Desta forma o Ultimo papmtinha somente
solucéo salina e foi utilizado como branco.

Em seguida cada poco foi incubado com filD@a suspenséo de
eritrécitos 2% preparada anteriormente. A aglufiwafoi observada
macroscopicamente, apos incubacdo das amostra®pmin, a 37°C
[139] com leitura confirmada 12 horas apds armanento a 4°C [38].
Os resultados foram expressos em AH especifica JAHIE é a relacéo
entre a AH e o teor de proteina do extrato. O t@liwi feito a partir do
valor inverso do titulo da maior diluicdo que airmgaesentou AH e o
teor de proteina medido pelo método de Bradfor®][18 seguir um
exemplo de célculo:

» Méxima diluicdo com aglutinacéao visivel: 2
« Titulo da diluicdo: 2=4

* Volume de amostra utilizado: 1Q0

 Teor de proteina da amostra: 3@A00ul™

Calculo da AHE:

_ 4UH 100ulgyrraro |, 1000ugpRroTEING UH
AHE = * * = 388,3 /QPROTEJNA (3)
100ulgxrraro  10.349prOTEINA 19pROTEINA

Para a otimizacdo das condicbes de tempo e temperde
extracdo foram feitas extracdes em triplicata carlurmes de agente
extrator de 1 litro. Aliquotas de extrato bruto5denl foram tomadas a
cada 15 min, filtradas e centrifugadas (2&f)®0 °C, 10 min) nas quais
foi avaliada a percentagem de proteina extraidaABl.aAs condicdes
nas quais a AH foi maior foram utilizadas para apdes posteriores,
tanto nas folhas quanto no caule. Os extratos cbimmAis altas foram
armazenados a 10, 25 e 40°C. A AH foi monitoradzada 12 horas
durante 7 dias, e o tempo onde a AHE atingia adaeta valor inicial
foi determinado (tempo de meia vida).
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4.2.6. Testes de remocao de corantes

Solucdes padrdo de 1000 Mg dos corantes foram preparadas
com &gua destilada, e diluicdes de 10, 40 e 10@ fdoram usadas
para teste. Posteriormente, o pH foi ajustado cdigéa de NaOH ou
HCI 0,1 M.

4.2.6.1. Ensaios de descoloracéo

Quatro tipos de extrato, aquoso e etandlico, tatgofolhas
guanto do caule, foram testados em triplicata dmdopreliminar em
tubos de ensaio contendo 10 ml de solucdo de eor@nextrato com
melhor resultado visual foi utilizado para estude descoloragéo
posterior em jar-test (Quimis).

A determinacdo das melhores condicbes de pH, ctacéo
inicial do corante, concentracdo de sal (NaCl),prde agitacdo das
etapas de mistura rapida e lenta e dosagem decelateao foi feita com
azul de metileno, em volumes de 200 mL no jar-tAsbtimizagao
destas do sistema com estas variaveis utilizoudstyra de trabalho
de 20°C e velocidades de agitacdo em 170 e 50 g g5 etapas
rapida e lenta, respectivamente.

A Figura 17 mostra o esquema dos Jar-tests; aadiedal foi
feita antes do ajuste final de pH devido a forfeuamcia do NaCl nas
solucdes estudadas. A adicdo do extrato foi faitarde a etapa de
mistura rapida para garantir homogeneidade na &olulp corante.
Apos a mistura rapida, as solu¢des foram deixatia®pouso durante 1
hora, e a descoloracao foi monitorada em 1, 24 leof& mantendo-se
as solugdes de corante com o extrato em repouo tot

Foram também testados os corantes Azul maxilon GB0% e
Verde malaquita com variacdo apenas do pH e dosdgesmtrato. As
demais variaveis foram fixadas de acordo com aizdigdo feita com o
azul de metileno. Testou-se também o efeito dadadide um agente
alcalinizante (NgCQs;) para os trés corantes. A adicdo desse agente,
assim como a do extrato, foi feita na etapa deunaistipida.
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Solugdo padrio de azul

de metileno
(1000 mg-L™)

A

Ajuste da concentragéio
inicial de corante
(10 — 40 — 100 mg-L™)

A

Adigdo de NaCl
0-15-30)1"

Dosagem de extrato .
Ajuste do pH 1
bruto (10 -20 — 40 — 60 - G-5-7-9-11) Na,CO; (10g-L™)

80 -100) m1-L*
y Y
. Etapa de mistura rapida lAdll.ga.o det
Adigdo de extrato > 170 rpm ] alcalinizante
(5-17.5-30) min (0 —50-100- 150 -
: 200 — 250) mg L™

Y
Etapa de mistura lenta
50 rpm
(30 — 60 — 90) min

A

Etapa de repouso
60 min

y
Determinagio de
remogéo de cor

Figura 17.Procedimento Jar-Test para a remoc¢éao de azul diemeet

ApoOs determinag@o das melhores condi¢cdes para aadate,
foram determinados os parametros de cor, DQO eidaxle das

solucdes em triplicata.
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4.2.6.2. Determinacdo da percentagem de remocéao de cor

A determinacdo de cor foi feita em espectrofotdmgtBel
Photonics SP 1105%)om leituras no comprimento de onda de maxima
absorbéncia na faixa visivel para cada corantensiega Tabela 12. As
curvas de calibragdo dos corantes relacionam antragao do corante
em solucéo aquosa (ffig) com a absorbancia (ANEXO 1); com base
nessas curvas calculou-se a percentagem remo\sdsolilgdes iniciais.
Tanto para a realizagdo das curvas padrdo quaatasog ensaios de
remocao foram feitas as diluicbes necessarias qaisfazer a Lei de
Lambert-Beer, trabalhando sempre em faixa de aésoid na qual a
linearidade fosse garantida.

4.2.6.3. Determinacdo de DQO

O incremento de matéria organica gerado pela adigi@xtratos
no efluente foi determinada pela avaliacdo da dedmaguimica de
oxigénio (DQO). A determinacdo foi feita nas coleg Otimas de
trabalho.

O procedimento seguido foi o correspondente ao doéto
colorimétrico em refluxo fechado [140], que tem cobase a oxidag&o
do ion dicromato durante a digestdo das amostrds02C por duas
horas. A mudanca do cromo hexavalente (VI) paranardrivalente
(1M, com absorbancia em 600 nm, permite a medd@mtensidade da
cor e com isto a DQO da amostra. A cor foi medida e
espectrofotdbmetro (Bel Photonics SP 1105). Hidrofeatato de
potassio foi utilizado para fazer a curva de cafiip (ANEXO 1),
saben(ljo gue o hidrogenoftalato tem uma DQO tedticd.176 mg
Ozm']g_ .

4.2.6.4. Testes de toxicidade

A toxicidade das solu¢des de corante bruta e tatés avaliada
com o ensaio dartemia salina(método adaptado de Pérez e Lazo
[141]): Placas multipocos foram preenchidas comlXensolucdo de
corante; posteriormente, a cada poco foram adidendO larvas do
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microcrustaceo (cuidando que o volume de agua de eram tomados
0s microrganismos nao fosse major de 0,1 ml). Apdshoras de
incubacao a 25°C, foi feita a contagem do niumerkad@as mortas em
cada condicdo avaliada. As analises foram feitaguadruplicata.

Adicionalmente, foram avaliadas diferentes conegdies em
agua do extrato escolhido para a descoloracdo, @oobjetivo de
determinar a Clo, que € a concentracao de extrato na qual o 50% das
larvas iniciais sdo encontradas mortas. O procadon®i idéntico ao
feito nas solu¢cdes de corantes.

Para a eclosdo e o crescimento dos microcrustaforasm
seguidas as instru¢des de Furlan [22]: 1 g de dedstemia salingfoi
adicionado a 0,5 litros de agua previamente midtum 16 g de sal
marinho. A solucdo foi incubada durante 60 horas808C com
iluminacao e areacao.

4.2.7. Analise estatistica dos dados

Na otimizacdo das condi¢cdes de extracdo (tempmpet@tura)
os resultados de teor de proteina e AH foram sStatinente avaliados
com o teste de Tukey e analise de variancia (ANON&Xa os efeitos de
primeira ordem (ndo-interativos).

Nos testes de descolora%éo de azul de metilenzoutise
planejamento fatorial fracionaric®® com fracdo 1/2 para 6 fatores
(k=6, p=1). Este tipo de planejamento permite saparestimar efeitos
tanto principais como de interacfes entre os fatoestudados.
Adicionalmente os fatores foram avaliados em tgih no ponto
central. O uso do ponto central permite avaliarigmificAncia dos
efeitos tanto em planejamentos de triagem (conpletofracionarios)
como em metodologias de superficie de respostd,[@gfas Ultimas sdo
apresentadas para as relacdes de segunda ordemiateimportancia
segundo os resultados.

De forma geral, nos resultados mostrados nos divegsaficos e
tabelas neste trabalho, sdo apresentados valoregdias e desvios
padrdo para os ensaios, ha maioria dos casos éaitdriplicata.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Umidade

A Tabela 13 mostra os teores de umidade dos niateria sua
condicao inicial (folhas frescas e caule previameco no engenho) e
apos o processamento primario (farinhas de follwzaile).

Tabela 13.Teores de umidade de amostras de folhas e caule de

mandioca
Amostra Umidade (%)
Folhas frescas 63,0£1,0
Folhas previamente secas 9,0£1,7
Farinha de folhas 11,3+1,8
Caule previamente seco 11,9+0,4
Farinha de cau 13,7+0,1

Testes feitos em triplicata

Os resultados, em base seca, mostrados nas secgegpuia,
correspondem a percentagens ou teores calculadosrespeito as
umidades das farinhas de folhas e de caule.

5.2 Espectros FTIR

O espectro FTIR do sdlido obtido apds concentragdo
liofilizag&o do extrato etanolico do caule da mandié apresentado na
Figura 18. A banda, larga, no intervalo de 360083d1@* corresponde a
grupos OH, os quais séo atribuidos a grupos febo a hidrogénios
de moleculas de agua ligados esse grupos. Adichemie, a presenca
de alcoois residuais também pode gerar vibragcbssanéixa. A
presenca dos grupos fenodlicos é confirmada pelarglies nas regibes
de 1440 a 1220 ce 1260 a 1000 cM{143].

Os pequenos picos ha regido de 2950-2850 sin associados
com grupos metileno (-GH. Além disso, vibracbes de grupos C-H
presentes em anéis aromaticos também geram absasgi@oregido. As
vibracées perto de 1600 &rado caracteristicas de ligacdes -C=C-. As
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Figura 18. Espectro FTIR do extrato etandlico de caule dedinea
concentrado e liofilizado
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vibracbes caracteristicas das ligacdes C-C dosogrigndlicos sdo
observadas na regido de 1500-1400"c@s picos na regido de 1160-
975 cnt sdo devidos a alogamentos assiméricos de gruposCCeO
deformacgdes C-H. As vibragbes devido a deformadéedigactes C-H
?os anéis aromaticos geram absorcdo no interval®3#e650 cm
[143].

Na Figura 19 é apresentado o espectro do extratosacpbtido
de folhas de mandioca, ap0Os as operacfes de predipicom sulfato de
amonio, didlise e secagem a temperatura contr¢Bxt&). A presenca
de uma ampla faixa de vibracdes perto de 3400 sngere a presenca
de grupos O-H provenientes de compostos fendlicas dgua
remanescente no soélido avaliado, a intensidadea degido € muito
menor que no espectro do extrato etandlico (FigiBa A menor
guantidade de polifendis e taninos removidos cosoleente aquoso
podem explicar a diminuicdo nas vibraces na faeao de 3400 cth
A leve absorcdo em 2932 ¢ne o pico presente em 1415 testio
relacionados com a existéncia de grupos,-QH!3].

A existéncia de uma vibracdo em 1640 ‘crsugere varias
alternativas para o analise do espectro da Figiradimo por exemplo
a presenca de amidas primarias , onde esta vibrécadevida
principalmente aos grupos C=0 e as deformacfedargule grupos
N-H. Lectinas de outras fontes tem sido explicagiels. presenca de
vibragdes na faixa anteriormente descrita. O vedatto da freqiiéncia é
determinado pela geometria molecular do polipep{ith4].

O conjunto das vibragdes em 3246 tfNH,), 1640 crit (N-H),
1415 cnit (-CH,-) e 1095 cif (C-N) podem estar relacionadas com a
presenca de aminas. Os dois picos na regido de 83300 cril sdo
caracteristicos das aminas primarias devido a dligégdo com o
hidrogénio. Finalmente a absorcdo em 1640 umto com a presenca
de picos a esquerda de 3000 cifB060 cni no espectro) pode
representar também a presenca de ligacfes dupla$l@s].

A andlise dos espectros permite ver uma maior deepga de
compostos aromaticos e fendlicos no extrato etemodliamostra
analisada a partir do caule), e a possibilidade tate compostos
nitrogenados no soélido obtido da precipitacdo colfat® de amdnio do
extrato aquoso das folhas de mandioca, sugerindaresenca de
compostos protéicos. No entanto, estas hipotesesrdger confirmadas
com técnicas de caracterizacdo de um maior nivptetgdsao, como por
exemplo, analise cromatogréfica.
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Como é visto nos espectros, existe a presenca ries \grupos
funcionais (fendlicos, carboxilicos, alcodlicos, éan aromaticos,
compostos nitrogenados, etc.), muitos destes gregid® direitamente
relacionados com a possibilidade de aglomerar &nbists por diversos
mecanismos (adsorcdo, neutralizacdo de cargasagé@onde pontes,
etc.) e podem ser um ponto de partida para descosvprocessos de
coagulacao e floculacdo [106].

5.3 Teor de proteinas e taninos

Definidas as condi¢des de extracdo, foram deteduimas teores
de proteina e taninos no caule e folhas. A Tabdlaafdresenta um
resumo desses resultados. As curvas padrao do B&Aso da analise
de proteina e de acido tanico no caso da analidenddicos e taninos
encontram-se no ANEXO 1.

Tabela 14.Teores de proteinas e taninos nos exttatos

Folhas Caule
Determinacdo  Extrato Extrato Extrato Extrato
aquoso etandlico aquoso etandlico
Proteina:
_Il 5 2,62+0,82 8,83+2,33 1,43+0,23 2,60+0,48
(mgg")
Fendlicos

. e ,35%0,86  21,22+3,78 1,29+0,36 2,01+0,64
totais (mdg™)

Taninos totait
(mggy’
Taninos
hidrolisaveis 0,79+0,05 13,15+0,89 0,91+0,15 9,01+1,45
(%)*

Taninos

condensados 99,21+0,05 86,85+0,89 99,09+0,15 90,98+1,45
(%)’

4,05+0,65 13,69+0,10 0,17+0,05 0,93+0,23

ICondigées de extragdo: tempo 60 min, temperati@, 26lacéo sdlido:solvente:
19:20 ml

mg de proteing de solidd (Resultados em base seca com respeito 4 matéria pri
moida)

3Percentagens com respeito ao total de taninos
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Em geral, a extragdo com solvente organico apregenelhores
rendimentos na extracdo de proteinas e composioidas. A farinha
de folhas contém maiores quantidades de proteinaongpostos
fendlicos que o caule. Embora ndo existam estudpscéicos deste
ultimo, preparacdes de suplementos nutricionaisecolo misturas com
diversas propor¢Bes de caule diminuem seu contgidt®ico na
medida em que a percentagem de caule aumenta [46].

No caso dos compostos fendlicos, os teores obtistd® na faixa
de resultados encontrados na literatura [3,34]quads foram obtidos
com uso de metanol como solvente [9]. A Tabela 1dstra os
resultados obtidos utilizando como agente extratetona 70%, o qual
foi considerado como uma referéncia, comparandex&racoes feitas
com agua e etanol 70%.

Para os taninos (Tabela 14), os valores determinads folhas
também estdo no intervalo dos resultados apresented literatura (2-
40 mdg’ de folhas) [145,146], onde as diferencas encoasrgddem
ser atribuidas ao grau de matura¢cdo no momentolldita [9].

A quantidade significativa de taninos condensadss folhas é
uma caracteristica comum na mandioca [8]. Podebserear pelos
resultados apresentados acima, que uma alta pEyeemt dos
compostos fendlicos presentes na parte aérea déicoarcorresponde a
moléculas de taninos, caracteristica comum dol gitoifjuimico desta
planta [76].

Tabela 15.Recuperacao de polifendis e taninos para difesente

solvented
Polifenéis (mdg)? Taninos (mdg™)?

Solvente Teor Recuperacéo (‘rl;]e%_ Recuperagéo

(mg*y’ (%) iy (%)
Folha
Ague 7,35+0,8¢ 20,5 4,05 15,2
Etanol 709 21,243,7¢ 56,3 13,6¢ 52,1
Acetona 70 ¢ 35,8+2,91 10G,0 26,2€ 100,(
Caule
Ague 1,29+0,3¢€ 237 0,17 5,2
Etanol 709 2,0140,64 36,7 0,93 28,¢
Acetona 70 ¢ 5,47+1,4¢ 10C,0 3,23 100,(

Condigées de extragéo: 60 min, 25°C, relagdo sébtiente: 1g:20 ml
%Os resultados sdo expressos em base seca, comababacao solidsolvente.
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Os resultados da quantificacdo de proteinas e epoii
confirmam a informacao obtida dos espectros FTIR.

5.4 Atividade hemaglutinante

A Figura 20 mostra os teores de proteina obtiddsagdes feitas
a 40°C apresentaram teores de proteina mais ekevéumns pontos
devem ser levados em consideracao para explieaood célula vegetal
é fragilizada pela temperatura, diminuindo sua cidpale seletiva e a
solubilidade de outras proteinas nao ligantes perdaumentado com o
aumento da temperatura.
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Figura 20. Teor de proteina em extratos aquosos de folhasafeate
mandioca, a diferentes temperaturas e tempos di; gt
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A anadlise estatistica (Tabela )l€@ndica uma diferenca
significativa no que se refere a temperatura deagdb, sugerindo uma
influéncia importante desta variavel na percentafijesth de proteina.

Quanto ao tempo de extracdo, observa-se um prirpeii@do
(15 até 75 minutos) onde ha um aumento progressovdeor de
proteina, sendo o incremento mais facilmente natedbb a 60 min. De
60 a 75 min, o incremento do teor € mais leve eessltados obtidos
nao diferem estatisticamente. Para extractes f@ias90 min ou mais,
as percentagens de proteina extraida ndo apresewtaiacdes
significativas indicando que a estabilizacdo foingitla. Valores
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similares foram achados em estudos anteriores E8maximos teores
de proteina foram atingidos no intervalo de 90-I@H para as
diferentes temperaturas testadas.

Tabela 16.Teores de proteina (mg de protéinae folhad) para
diferentes temperaturas e tempos de extfacdo

Tempo de Temperatura de extragéo (°C*
extracao (min) 10 25 40
15 0,79+0,10° 1,40+0,082 1,31+0,09°
30 0,99+0,03° 1,58+0,08° 1,90+0,16°
45 1,69+0,09° 1,97+0,0%° 2,48+0,07°
60 2,12+0,04 2,43+0,1%¢ 2,92+0,06°
75 2,06+0,24% 2,69+0,1 4% 3,21+0,08*
90 2,45+0,09% 2,62+0,08¢ 3,24+0,04°
105 2,22+0,09° 2,59+0,08¢ 3,82+0,04°
120 2,10+0,09° 2,97+0,08¢ 3,36+0,04°

Valores em base seca com respeito a farinha dasfoké mandioca
%/alores com letras maiGsculas e mindsculas iguais uena fila ou coluna
respectivamente, ndo tem diferenca significativaaderdo ao teste de Tukey

(p=0,05)

Com o objetivo de avaliar a seletividade da legtimaextrato
aquoso de folhas de mandioca foi testado em véipos de eritrocitos.
Foi detectada AH nas suspensfes de eritrocitos ynwovino e de
frango (Figura 21 e Figura 22). Pode-se observatignara 22 que com
0 aumento da temperatura de extracéo de 10 pa@@®@bporciona um
incremento da AHE para os eritrocitos humanos. isagdes feitas a
40°C apresentam uma diminuicdo na atividade quatetados
eritrécitos humanos (Figura 21) e bovinos; este pmytamento pode
estar associado a perda de estabilidade dos carsppsitéicos [39],
entre estes as lectinas, cujo maior teor foi ob&id#0°C (Figura 20).
N&ao foi detectada atividade alguma nas amostrasadgue de porco.
Vérios trabalhos na literatura indicam a seletiglados compostos
lectinicos, aproveitando estas caracteristicas ymdos em aplicacdes
médicas como tracadores [43,44]. Desta forma aaqims encontradas
na AHE, assim como a total auséncia em alguns casagerem que a
lectina presente na parte aérea da mandioca atmesspecificidade
guanto as moléculas as quais se liga. Os grandesoslepadrao
observados na Figura 21 e 22 estdo relacionadosoconétodo de
calculo da AH, o qual é feito a partir do titulo dituicdo mais alta com
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atividade. Assim, variacfes de uma diluicdo paraaonos testes em
triplicata podem ocasionar este tipo de desvios.
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Figura 21. AHE do extrato aquoso de folhas em eritrocitos mosa
para diferentes temperaturas de extracao.

De acordo com a Figura 22, o aumento do tempo tfag&o
além de 60 min promove um decréscimo na AHE, dendogue em
extracdes maiores a 90 min em alguns casos nateéatia nenhuma
atividade. Esta perda de AHE pode ser explicadgpssiveis ligacdes
entre a proteina e acglcares presentes no extragoyez que O processo
extrativo ndo e seletivo [37]. De acordo a ChakridlbaPodder [147], as
ligacOes lectina-agucar apresentam uma baixa deldei de reacéo,
sendo controladas por fendmenos de difusdo e fémnde ligacbes
multiplas. A desnaturagéo da lectina pode ser degtzapor analogia;
pesquisas anteriores relatam fenbmenos de desg@buraem
temperaturas maiores a 70°C [148].

Comparando com a Figura 20, é importante obsemarogpico
de AHE é atingido antes do tempo no qual o tequrdeeina é maximo,
existindo a possibilidade que outro tipo de prateimdo ligantes
estejam sendo extraidas em longos tempos de extriagfidos prévios
indicam que as lectinas compdem do 2-10% das pestedoliveis e sua
concentracéo esta direitamente relacionada conteasidade da AHE
[38].
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Figura 22. AHE do extrato aquoso de folhas em funcéo do tepapa
os tipos de eritrécitos nos que foi detectadagdileé AH. Condicbes de
extracdo: 25°C.

De acordo com a andlise estatistica, ndo existuldenencas
significativas quanto ao tempo de extracdo pataraperaturas de 10 e
40°C. Em relacao as extracoes feitas a 25°C obsexwaima influéncia
do tempo de extragdo para os eritrocitos humano®oenos,
especialmente onde sdo obtidos os valores mais @dtAHE. Para os
eritrécitos de frango néo foi detectada dependéigiama do tempo. A
Tabela 17 apresenta os valores médios de AHE pagatiacdes feitas a
25°C; pode-se concluir que tempos de extracdo &80tre 75 minutos,
garantem as maiores atividades.

Fazendo uma anélise semelhante para comparar perggoras
de extracdo, pode-se afirmar que no caso dos aitsdde frango nao
houve diferencas significativas quanto as AHE atg#idNo caso dos
eritrécitos humanos e bovinos, foram encontradaseticas em tempos
de extracdo de 30 e 75 minutos; além disso, nasta dle tempo € onde
sdo encontradas as maiores atividades, isto sqgerguanto maior seja
a capacidade de aglutinar por parte da lectings n@avel € a diferenca
ao usar uma ou outra temperatura na extracdo, saagoeficiente o
processo a 25°C (Figura 21).
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Tabela 17.Diferencas significativas segundo o Test de Tukag
tempo de extracdo do extrato aquoso de folhas (@ermpa de
extracdo: 25°C)

Tempo AHE(UH [g proteina®) e tipo de eritrocitd"
de

extracdo Humano Bovino Frango

(min)

15 95,2+ 82, N,D 47,6+ 12 F
30 338,5+ 146, 126,9+0,C° 84,6+ 33,7
45 542,8+ 138 101,8+ 0,C 67,9+ 48,
60 628,7+ 2176 125,7+ 54,8 62,0+ 44, £
75 258,6+ 1122 97+ 0,C™ 97+0,C°
90 152,8+0,C° 76,4+ 0,0 25,5+ 4,1
10t 77,1+0,C 51,4+ 24 F3 N.D
12¢ 67,4+ 37,8 N.D? N.D

valores com letras iguais em uma coluna nao teerddita significativa de acordo
ao teste de Tukey £0,05)
N.D. = AH ndo detectada

A Tabela 18 resume as maiores AHE encontradas para
diferentes tipos de eritrécitos testados. Estadtestos foram utilizados
para estabelecer as condi¢bes de extracdo prepiExipitacio parcial
com sulfato de am6nio e para a otimizacdo das ¢desitemperatura
de armazenamento dos extratos.

A Tabela 19 mostra efeito da precipitacdo isoegtnia AHE.
Apés a adicao do sulfato de amdnio e posteriorsgiaéncontrou-se um
aumento geral na AH das amostras de eritrocitosahome bovinos. O
processo de purificagdo concentra o principio atigsultando em uma
maior AH final.

Estudos anteriores relacionam a recuperacdo otgim a
atividade atingida. Silva [30] encontrou uma recapao protéica entre
50 e 60% na etapa de precipitacdo com sulfato enémti valores de
AHE de 2800 UHG' de proteina; entretanto Pereira [58], com
recuperacdes da ordem de 20%, obteve atividadésargalo de 800-
1000 UHgG' de proteina. No presente trabalho a percentagem de
recuperacdo média foi de 60%. Comparando com oslasstcitados
anteriormente, as atividades encontradas estivecaimtervalo de 200-
900 UHGg de proteina (Tabela 19). Uma explicacdo para a diminuicdo
na AHE pode ser o uso de uma membrana de dialiselicate de
exclusdo pequeno (2 kDa), podendo reter proteiifiadtes as lectina
[58].
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Tabela 18.AHE méaxima do extrato aquoso de folhas para os
diferentes tipos de eritrocitos

Tipo de Temperatura de AHE méxima Tempo de
eritrocito extracdo (°C)  (UHIg proteina®) extragao (min)
Humanq 10 25¢,6 45
25 62¢,7° 60
40 1528 60
Bovina 10 97,0 60
25 125,77 60
40 76,4 60
Pcreo 10 N.D* -
25 N.D -
40 N.D -
Frangc 10 67,2 30
25 97,0° 75
40 N.D --

TAH nao detectada
2ptividade hemaglutinante especifica maxima (AHE

Tabela 19.AHE (UHg proteind) do extrato bruto de folhas
precipitado com sulfato de aménio e posteriormdigksado.

Tipo de eritrdcito

Extrato Humano Bovino Frango Porca
Brutc 62€,7+ 217,8 12E,7454,4 N.D N.D
Purificado err 912,4+430,1  608,3%0,0 N.D N.D
agua destilada
Punificado efr 8255+0,0 619,1+291,8  N.D N.D
tampéo fosfato
Purificado e sec
em tampdo 517,8+244,1 258,9+122,0 N.D N.D

fosfatd

TApés a didlise, a amostra foi seca a 40°C duraht@as e redissolvida para o teste
de AH.

Com o0s extratos de maior atividade (Tabela) I8am
determinadas as melhores condi¢cdes de temperauaanthzenamento
e paralelamente o tempo onde a AHiEcresceu até a metade do seu
valor inicial. Na Tabela 20 encontram-se os redokaobtidos para
diferentes temperaturas de armazenamento. Baixagpetaturas
favoreceram a estabilidade da lectina, denotado pelior tempo de
meia vida. Isto provavelmente decorre da inibic&s denémenos
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comumente associados a degradac0es fisicas e gsimiprecipitacao
de compostos. Processos posteriores de purificdgdectina presente
aumentariam os tempos de meia vida em relacdo a. ABtEno
exemplo, na Figura 28 apresentado o comportamento da AHE com o
tempo de armazenamento para eritrécitos humanos.
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Figura 23. Estabilidade da AHEem eritrécitos humanos a diferentes
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Tabela 20.Tempo de media vida da AHE para os diferentes tijgo
eritrocitos testados

Tipo de Temperatura de AHE(UHG  Tempo de meia
eritrécito  armazenamento (°C)  proteina) vida de AHE (h)
10 628,7 72
Humano 25 628,7 42
40 628,7 18
10 125,7 138
Bovino 25 125,7 48
40 125,7 18
10 97,0 87
Frango 25 97,0 60
40 97,0 30

TAtividade hemaglutinante especifica maxima.

O comportamento para eritrécitos bovinos e suimosifilar,
com maior estabilidade a 10°C, e os extratos atiliz em ensaios de
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hemaglutinacao e descoloracdo tiveram, no maximodi&s de
armazenamento, considerando como parametro o hesiqno de meia
vida a 10°C para eritrocitos humanos (72 h).

Partindo do comportamento do fenbmeno de hemaglhim
foram definidas as condicbes para as extracOe®liets e aquosas
tanto das folhas como do caule; a temperatura dbaltro foi
estabelecida em 25°C e o tempo de extra¢do enal hor

5.5 Ensaios de descoloracéo
Na Tabela 21 s&8o apresentados os resultados doss tes

preliminares feitos para a descoloracdo do AM.

Tabela 21.Remocédo de cor em testes preliminares com AM (%)

Concentracgdo inicial de corante

Extrato® (mg 4>
10 40
E1 - Extrato aquoso de folh 14.i 4,1
E2 - Extrato etanélico de folh 20,4 12,¢
E3 - Extrato aquoso do cat 7,E 4,C
E4 - Extrato etanélico do cat 11,5 8,2

E5 - Fase aquosa concentrada ob

do extrato etandlico do caule 39.2 32,0

'Dosagem de extrato: 20 ml de extfétie corante.

2pH iniciais de 6,1 e 5,6 para as solucdes de T0redll™* respectivamente.
®Nao foi determinado.

Destes resultados pode-se observar que a faseaagbtida da
concentracdo do extrato etandlico do caule (E5) dquela que
apresentou melhores resultados. A concentracartddae porem, dos
principios ativos condensados pode estar relacocadh a atividade
coagulante evidenciada nestes ensaios preliminares.

A Figura 24 mostra o resultado do uso do extratefSolucdes
de AM de diversas concentrac¢es iniciais. Obsesvdescoloracdo das
amostras tratadas. Junto com a descoloracdo grauwmlmento do
tempo de incubacgdo leva a uma formacéo de flooesipitados. Isto
indica que o extrato induz o fenémeno de coagulfig&alacéo, o qual
repousa sobre interagdes moleculares iniciais engépdrato e o corante
em solucao aquosa.
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AM

+
Extrato

Figura 24. Coagulacgéo e descoloracao de solugbes de AM. M)giD
! B) 10 mdlL™". Dosagem de extrato 20 il de solucédo de corante.
Fotografias tomadas apds 48 horas de incubacatCa 25

A formacéao de flocos sedimentados em processosimldeacdo
similares, esti relacionada também com a preseac@ochpostos
fendlicos com valores baixos de pKa. Estudos atido compostos
sintéticos ricos em taninos (acido tanico e catejuiconfirmam a
capacidade de agregar poluentes organicos de rcagiténico [12].
Nos resultados obtidos, a capacidade de sedimentdgd flocos
formados na etapa de coagulacdo é lenta e, pgrimhgstrialmente é
recomendado o uso de um agente floculante postaciaroagulante,
para acelerar o processo de decantacao do solmmergdo [98].

A presenca de leves colora¢des amarelas obsermagasxtratos
brutos devem-se a pigmentos extraidos juntamente a principios
ativos, e que interferem nos estudos de descolwrd¢d entanto, a
influéncia na medida da cor e na aparéncia dags@eduratadas nao foi
significativa. Este tipo de problema é relatadooertnos estudos [105].

No caso do extrato etanolico de folhas (E2), aggta apresenta
se 0s maiores teores de proteina e taninos, aca@atrde diversos
pigmentos afins a fase alcoodlica do extrator isté@fna medicéo e fazia
inutilizavel este extrato para remover a cor.

Embora parte das pesquisas sugiram caracteristati@nicas
para os taninos, devido a presenca de aminasriascjd], a capacidade
de remocdo do extrato E5, pode também estar rekdo com a
presenca de polifendis com natureza anfotérica,oca® grupos
fendlicos; adicionalmente, os extratos concentraglmesentam uma
disponibilidade aumentada de grupos fendlicos, e guelhora a
eficiéncia no processo de coagulacao [94].
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5.5.1. Azul de metileno (AM)

Com a melhor condicdo obtida no estudo anteri®e(faquosa
concentrada do extrato etanolico de caule da meadig5), foram
feitos ensaios em Jar-Test de acordo com um plaeej@ experimental
2°! (ensaios 1-32 em ordem aleatéria) com ponto defersaios 33-
35) os quais séo apresentados na Tabela 22. Azatjfio dos fatores
estudados permitirdo obter as melhores condicOetesienloracéo. Na
andlise estatistica foram avaliados os efeitos riteeppa e segunda
ordens (interacdes entre dois efeitos de primedar).

O método tradicional de um fator por vez resulthcultoso
guando existem diversos fatores que podem ou nékagir entre eles.
Mesmo quando a analise tradicional é utilizado pdeterminar os
fatores predominantes, € dificil achar os valorésas quando as
interacBes entre os fatores sdo consideradasrézmiger este problema
o planejamento experimental oferece uma melhorrnaltiv’a para
estudar efeitos de variaveis e suas respostas gomumero menor de
experimentos [16].

Tabela 22 Planejamento experimental e resultados do estudo
descoloracao do AM.

Fator
Ensaio  1-[AM] 3-Dosagem 4 inacl] 5-TAR!  6-TAL? % de
(mgl) 2-pH extratol)(ml[i]_' (g (min) (min) remogao
7 10 9 40 0 5 30 40,7+2,9
16 40 9 40 30 5 30 18,3+2,7
27 10 9 10 30 30 90 12,940,3
12 40 9 10 30 5 90 0,0+0,0
32 40 9 40 30 30 90 38,4+3,0
31 10 9 40 30 30 30 34,9434
17 10 5 10 0 30 90 6,8+1,2
30 40 5 40 30 30 30 21,314
20 40 9 10 0 30 90 6,7+1,8
29 10 5 40 30 30 90 27,4+1,7
28 40 9 10 30 30 30 10,5+0,6
19 10 9 10 0 30 30 33,3+x3,4
22 40 5 40 0 30 90 2,740,1
10 40 5 10 30 5 30 10,6+1,4
13 10 5 40 30 5 30 19,741,0
26 40 5 10 30 30 90 2,61£3,7
5 10 5 40 0 5 90 32,1+0,2
3 10 9 10 0 5 90 29,745,2
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24 40 9 40 0 30 30 15,8+0,1
6 40 5 40 0 5 30 19,1+0,4
8 40 9 40 0 5 90 38,944,9
9 10 5 10 30 5 90 0,0+0,0
23 10 9 40 0 30 90 34,8452
2 40 5 10 0 5 90 4,259
11 10 9 10 30 5 30 5,6+0,0
14 40 5 40 30 5 90 22,2+3,2
25 10 5 10 30 30 30 13,9£1,0
4 40 9 10 0 5 30 1,7+0,8
21 10 5 40 0 30 30 15,3£1,2
18 40 5 10 0 30 30 12,4+2,9
1 10 5 10 0 5 30 18,9+1,3
15 10 9 40 30 5 90 0,0+0,0
33 25 7 25 15 17,5 60 7,5+2,2
34 25 7 25 15 17,5 60 11,5+0,6
35 25 7 25 15 17,5 60 8,4+0,8

Tempo de agitacéo rapida
*Tempo de agitacdo lenta

Para determinar a influéncia dos fatores na remdgaoor, foi
estabelecido um nivel de significancia de 95% @50,No diagrama
de Pareto (Figura 25que mostra o efeito dos fatores estudados,
observa-se que um aumento na dosagem do extrabo (8) pH (2) ira
gerar um efeito positivo na remocdo de cor. Poroolado, um
acréscimo na concentracdo inicial de sal (4) e wmeato na
concentragéo inicial do AM (1) dificultardo o tratanto do efluente.
Entre estas variaveis, a dosagem do extrato éi@ebhmais influente
tornando-se significativa qualquer variacdo segumdimite estatistico
de 95% de significancia. Embora a influéncia do pBo fosse
significativa no limite estatistico escolhido, ekis prévios mostram a
importancia de avaliar esta variavel para cada gmdéu de forma
separada [63].

O planejamento apresentado pode ser descrito pomadelo
que inclua as interacdes de terceira ordem (Equa);anijo valor de R
foi de 0,96405 e a falta de ajuste foi desprez&eldenominacdes 4
Xg correspondem as denominacgdes das variaveis néaTzhe

% remogdo AM =16,9 — 7,0% 6,5X%+ 12,5X%- 5,4%,+ 1,0%- 1,4%5-
2,1X X+ 3,4% X3+ 8,2X X4 - 1,6X X5+ 2,1X X +1,2XX3 - 6,1XX,+
4,1%Xs5+ 2,8XXs+ 3,2X3X4- 1,1XX5+ 2,8XX6+ 9,6 X4 X5 - 2,5X, X -
1,8X5Xe+ 5,9%XX3+ 4,4X% XX 4- 0,4XX2X5+ 5,9% XX~ 0,1%X3X4-
3,4X1 X3X5+ 3,4% X3X5- 3,6X X4 X5+ 2,4%X4Xe- 1,4X:XsXs  (3)
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(3) Dosagem deexiraio
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Figura 25. Diagrama de Pareto dos efeitos de primeira e siegodem

na remocao de AM.
1Um valor de p = 0,05 equivale a t=+2,084

Quanto a concentragdo inicial de corante, pesqussriores
apresentam como um aumento deste fator afeta vegeite a
remocao, de forma mais aguda para coagulantes asengvotéica que
para coagulantes base taninos [107]. Outras pesgoistiveram uma
maior eficiéncia de remoc&o em concentragdes isieitas de corante,
como € o caso das sementeddringa oleifera[63].

Quanto aos tempos das etapas de agitacdo, sugaganiao influi
de forma importante na percentagem de cor finpbganto, se conclui
gue os menores tempos utilizados, 5 e 30 minutos as etapas de
agitacdo rapida e lenta respectivamente, séo enffegs para garantir o
processo de contato e aglomeracédo de particulas.

No que refere aos efeitos de segunda ordem existefaito
significativo positivo da interacdo entre a concagdo AM e
concentracdo de sal (fatores 1*4), cujo valor pasitndica que um
aumento destas variaveis favorece a remocdo. Unpartammento
similar se encontra no efeito de segunda ordemerwrag;do de sal-
tempo de agitacdo rapida (fatores 4*5) pois a pgsde sal no efluente
sintético pode ser anulada utilizando tempos degép rapida maiores
(30 minutos).

A Figura 26 ilustra o comportamento das concenasgi® AM,
de sal e TAR pela superficie da resposta. Observgue os efeitos
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principais destas variaveis apresentam porcentagemmocdo maxima
em baixas concentracdes de AM, sal e TAR.

Quanto ao pH e a TAR, a interac&o destes fatonesacadicao
de sal indica uma clara desvantagem na remocaordate, tornando-
se prejudicial na otimizacdo do pH e afetando acidhde de
sedimentacao dos flocos formados. Em geral, a adiedsal dificulta o
processo de descoloracdo, fenbmeno comum no tratarde efluentes
téxteis na etapa de tingimento [22]. J& os demfgitos de segunda

ordem nao sao significativos, apresentando valdeep menores que
0,05.

X 30,0 o
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Figura 26. Superficie de resposta para descoloracéo de Adlgs=a
interacdes de segunda ordem. A) concentragaolideieorante e
concentracéo de NaCl. B) TAR e concentragédo de NaCl

Levando em consideracéo que o pH e a dosagem delante
foram os fatores que mais influenciaram a descpfmae que as
percentagens de remocdo maximas foram atingidas linuses
superiores dos intervalos de cada uma destas gsjidoram testados
valores de pH de 10 e 11 e dosagens de extratoendis estabelecidas
originalmente. Os outros fatores (TAR, TAL, [AMEaL, [NaCl])
foram considerados parametros para todos os srzasteriores.

A Figura 27 mostra o efeito do pH na descolorac@ocAt.
Observa-se um aumento na descoloracdo em pH bhasimerindo o
favorecimento do processo de neutralizacdo dasasgogsitivas do
corante, levando a transformacdo dos poluentewveislia uma fase
soélida precipitada [102]. As baixas remocdes em @tidos podem ser
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explicados pela inibicdo da atividade coagulantg plincipios ativos
estudados: a presenca dos taninos sugere o estatelto de ligacdes
hidrofébicas e pontes de hidrogénio, que geram l@mp o0s quais,
abaixo de valores de pH 3,5 tornam-se instavees dissociam [5]. Por
outro lado, a atividade aglutinante dos compostogjzos é favorecida
em valores neutros ou basicos, com uma leve digéouiestes ultimos.
Valores de pHs &cidos (baixo de 4) podem inibialtoente esta
capacidade. [50]

Devido a natureza mista dos extratos obtidos, njmssivel
determinar a participacdo de cada principio atiwo pnocesso de
coagulacdo-floculacdo. Somente com 0os compostass pérpossivel a
determinacao do papel de cada componente.
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Figura 27. Descoloracdo de AM em funcao do pH. Parametros:

[AM] niciac =10 mdLL™, [NaCl]=0 gL, TAR=5 min, TAL = 30 min,
dosagem de extrato=40 Mif.

Estabelecido o valor do pH, foram testadas dosagaiaores de
extrato as utilizadas no planejamento experimeRata determinar a
dosagem adequada, € necessario saber a capacdadéote ¢;), que
€ definida como a quantidade de corante removidapodeterminado
volume de coagulante (mg de coraimlede extratd) de acordo &
Equacéo 4 [16]:

— (Co—Ci)*V¢
C Vi

4)
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Onde C, € a concentracdo inicial de corante [@hfg C éa
concentragdo atingida ap0s o periodo de sedimentegtabelecido
(mgll™?), V¢ é o volume final da solucdo de corante utilizaddae(Ve a
dosagem de extrato (iil).

A Figura 28 apresenta a variacdo da percentagemnaecado de
cor em funcdo da dosagem do extrato. E evidenteaumento na
remocdo de cor com o incremento da dosagem de t@xtra
comportamento comum no uso de coagulantes nat{t@i3]. No
entanto pode-se observar um decréscimo constanteapacidade
coagulante, alem disto, a presenca de colorac@gsigs do extrato é
vista desde dosagens de 60MMI Decidiu-se trabalhar com uma
dosagem intermédia que oferece uma remoc¢ao ade#énada com uma
boa capacidade coagulante, no caso do AM, 40 ml

100 0.06
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< s0p ~ o Jops E
%40 e E
el T g
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0 T T T T T 0,00
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Dosagem de extrato (ml-L'l)
Figura 28. Descoloracdo de AM em funcao da dosagem do extrato
Parametros: [AM}ucia. =10 mdLL™, [NaCl]=0 gll'!, TAR=5 min, TAL
= 30 min, pH=9.

Com o objetivo de estabelecer uma comparacédo dsegeios
utilizadas neste trabalho com outros estudos [64128], na equacdo 5
€ apresentado o valor de taninos dosados em pdsolatlo a partir da
concentracdo de taninos totais no extrato E5 (dabE). Uma dosagem
de 40 mil* equivale a 12,4 mg de tanino por litro de solugi&o
corante; dosagens comuns de coagulantes natidaringa Oleiferae
Acacia Negra) estdo no intervalo de 0,5 a 500Lh{L28].
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Dosagem _ 40 m]Extrato concentrado 1 m]Extrato bruto
de extrato 1L 0,15 mlExtrato concentrado
1 Bcaule 0,93 METaninos =124 L -1
20 ml * 1 - »*METanino LEfluente (5)
Mlgxtrato bruto Bcaule

As percentagens de remoc¢do de corantes foram diedelas a
partir de medidas feitas apds o periodo de repdasoamostras (60
minutos). Sabe-se que o processo de coagulacae atforma rapida,
e alguns autores [63] sugerem que a concentracaeqadiéibrio do
corante ¢é atingido na etapa de agitacdo rapidaosprovavel que os
mecanismos complexos de coagulacdo que envolvearnzdédo de
uma estrutura tipo rede, ndo precisem de um tempgol de contato.
Isto € uma vantagem comparado a outros processos acadsorcao,
onde os tempos de contato sdo maiores.

No que refere ao tipo de corante, tanto o grupméforo como o
grupo auxocromo presentes na molécula do corame ue papel
importante durante o processo de coagulacéo-flogalaAs cadeias
pequenas e a baixa carga, neste caso, catibnieaop&M, podem
influenciar negativamente o processo [128].

Em relagdo a forma de acdo do extrato bruto naolteacao
das solugdes de AM, acredita-se que os fenbmendsromcado de
complexos e neutralizacdo de cargas por afinidatle goluentes e
coagulantes sao os principais mecanismos propfst83. No caso da
remocdo de compostos catibnicos, propde-se a tderigue os varios
grupos OH presentes no extrato polifendlico natpaem interagir
com o corante catibnico via forcas ion-ion e igmlt. O carater
anibnico em polieletrolitos naturais, como os dgtwa da arvore
Nirmali (Strychnos potatorumjriginaria da india tem sido explicado,
na literatura, pela presenca de grupos hidroxiléi(Ge carboxilos
(COO) [119]. Adicionalmente, a natureza dos taninosdeosados
sugere a possibilidade de formacéo de interacfesmalentes com
compostos organicos, como neste caso o0 AM [12].

Nos itens seguintes séo apresentados os resulladdestes de
descoloracéo para outros dois tipos de corant&niais, com o fim de
avaliar o comportamento do extrato bruto para elifeys estruturas
moleculares. Para estes corantes serdo apreseajs@s os resultados
referentes a variagdes do pH e da dosagem de @xifabres
considerados como mais positivamente significatides acordo ao
planejamento experimental realizado para o AM.
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5.5.2. Azul Maxilon GRL 300% (AMG)

As Figura 29 e Figura 30 mostram a influéncia do eHla
dosagem de extrato em solugbes de AMG, corantelafsec azo.
Estudos anteriores indicam uma maior facilidaderaraocdo de cor
neste tipo de corantes, sugerindo que o grupo az@rémoforo com
maior facilidade para coagular [100,128]. Nestdalao as maiores
eficiéncias (sem uso de alcalinizante) foram atiagipara o0 AMG. A
guantidade de grupos azo influi na remoc¢do, senwo wyna menor
guantidade de ligacBes deste tipo levara a umar reig@éncia como é
0 caso do AMG que é um corante monoazo. O aumentiescoloracéo
de solugBes contendo este tipo de corante esté&mmiacionado com
o alto grau de dissociacdo de solugdes aquosas MG A& os
mecanismos de agregacao fracos do corante [107].
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Figura 29. Descoloracdo de AMG em funcéo do pH. Parametros:
[AMG] niciau =10 mdLL™, [NaCl]=0 gL}, TAR=5 min, TAL = 30 min,
dosagem de extrato=40 millg.

Um dos problemas encontrados na indUstria téxdil flituacao
dos parametros de um efluente, principalmente, captdr e a demanda
guimica de oxigénio, devido a natureza do procdsperacdo em
batelada) [128]. Com o aumento do pH, o numero dss
positivamente carregados no meio diminui e uma meaoga negativa
favorece as atracOes eletrostaticas entre o coreaiénico e o
coagulante [132]. No entanto, no caso do AMG, eslate pH béasicos

ndo apresentam diferencas significativas com asgées feitas em pH
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neutro, razdo pela qual foi determinado um pH 7cwalor 6timo. Este
sistema mostra, portanto, uma flexibilidade maimrgo ao valor do pH
do extrato do que em outros estudos, onde uma iceghio do pH é
altamente significativa [63,150]. Da mesma fornmecao do extrato em
um pH neutro sugere que a formagdo de pontes embtéculas,

mecanismo no qual a carga das particulas tém unperti@mcia

secundaria, prevalece sobre a neutralizacdo deasargnémeno
descrito na literatura [127].
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Figura 30. Descoloracdo de AMG em fungéo da dosagem do extrat
Parametros: [AMG]cia. =10 mdLL™, [NaCI]=0 g}, TAR=5 min,
TAL=30 min, pH=7.

J& que uma parte do mecanismo proposto para alagagwé a
adsorcédo dos coloides e moléculas dissolvidas dmieona superficie
dos flocos j& formados, o ponto de carga zera-fpidode ajudar na
descricdo do fenbmeno de descoloracdo, descreveotoo as
mudancas de pH afetam o processo. As interacOestdms com a
superficie do material sdo favorecidas em pH=pHO04]; o valor do
ponto de carga zero encontrado foi de 6,2 (ANEXQjustificando
assim, o aumento na remocao observado na faixadlde até 7, e que
pode ser explicado pela afinidade da superficieosante em valores de
pH acima do pld.

Avaliando a dosagem de extrato, sdo observadoss leve
aumentos na remoc¢do de cor com 0 aumento, no engxigte um
rapido decréscimo da capacidade coagulante. O aardandosagem é
significativo até valores em torno de 40, o maximo valor de
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remocao encontrado. Pesquisas anteriores segueem dgcréscimo da
remogdo ap6és um ponto maximo é devido a uma réstadio da

suspensao por sobredosagem, reduzindo a eficiflocfmocesso [99].
Na Figura 30 pode-se ver também que as mudangesmugdo com o
aumento da dosagem do extrato sdo muito menoresaoaso do AM

(Figura 28).

Figura 31. Amostras de AMG. A) Soluc¢éo original e B) soluc@&m
adicdo de extrato. Condicées: [AMGdia. =10 mdLL™, [NaCl]=0 ¢gL*,
TAR=5 min, TAL=30 min, pH=7, dosagem de extrato-idl ™.

5.5.3. Verde de malaquita (VM)

A figura 32 apresenta as remocdes obtidas paraedtées
dosagens e valores de pH. Para este corante fotagidas
percentagens de descoloracdo em torno de 60 a\&détes similares
aos apresentados por Bibi et al. [131], que utiliextratos fendlicos
obtidos de sementes e cascas de amendoim, atingerdentagens de
remocao entre 70 a 90% variando a dosagem do@xgtrabnitorando o
tempo de incubac&o.
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Figura 32. Descoloracdo de VM em funcdo do pH a diferentsagem
de extrato. Parametros: [ViMlia =10 mdll™?, [NaCl]=0 gL', TAR=5
min, TAL = 30 min.

Em alguns casos, o pH da solucdo do corante pcetar ad
estrutura original do corante, como é o caso do dwhinuindo a
intensidade da cor no efluente. Tem sido reportago a cor de uma
solucdo de VM é estavel na faixa de pH de 3-7, pibaleralores acima
desta faixa levar a conclusdes erréneas [I3d$te modo, considerando
0s resultados acima, um pH neutro foi escolhido c@arametro de
trabalho, garantindo que a descoloracéo fosseawda pela adigcdo do
extrato e ndo por mudancas moleculares do coravieala alteragcéo
do pH. Na Figura 32 um observa-se um comportamergticamente
estavel em pH bésicos, sem aumento significativdeseoloracéo. Este
comportamento foi observado na literatura [104].c&@nportamento
mencionado sugere, como no caso do AMG, a presingaecanismos
de formacédo de pontes de hidrogénio, especialneentpH préximos a
7.

Os resultados obtidos para o VM diferem de outresgpisas
[12], as quais relatam decréscimos significativasremocdo em pH
basicos, e que poderiam estar relacionadas a umoa digponibilidade
de sitios de carga negativa no extrato, promovefledémenos de
neutralizacéo de cargas e também, uma possiveddiagfio do corante
durante o periodo de incubacéo. A dificuldade naogéio deste corante
em pH acidos tem sido relatada na literatura. Bstamcdes, quando
comparadas com aquelas dos corantes azo ou anfiamas, 0S
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triariimetanos apresentam uma dificuldade maioreecgntagens de
remocdo mais baixas sdo observadas [128].

O efeito da dosagem do extrato nas solugdes de Wiié ser
observado na Figura 38a qual dosagens acima de 5QLmlforam
observadas dificuldades na sedimentacdo dos flombs, devido
possivelmente a superdosagem do extrato, formaahadas em torno
dos solidos suspensos produzindo um efeito negativdescoloracéo
[110]. Além disso, dosagens maiores a 60T hihterferem na avaliacéo
da remocdo de cor, pois o extrato colorea a solucao
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Figura 33. Capacidade coagulante do extrato em solu¢gbes dendM
funcdo da dosagem do extrato. Parametros: [W&H. =10 mdL ™,
[NaCl]=0 gL}, TAR=5 min, TAL = 30 min.

Nas amostras de VM a formagé&o do floco foi maitaleue nos
demais corantes testados, necessitando de temposesnpara a total
sedimentacdo das particulas aglomeradas. A estrdtuicorante, com
uma baixa carga catibnica pode ter influenciadodroréscimo da
atividade coagulante [128]. Observou-se que ofldormados eram
leves, facilmente dispersaveis, 0 que sugere geeaapa adicdo do
extrato para este tratamento pode ndo ser suficipata a total
desestabilizacdo das moléculas de corante. A Fi@dramostra o
resultado do teste de descoloracéo nas condicidessancontradas.
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Figura 34. Amostras de VM. A) Solucgéo original e B) Com &dige
extrato. Condicdes: [VMjiciae =10 mdL ™, [NaCl]=0 gL}, TAR=5
min, TAL=30 min, pH=7, dosagem de extrato=5@l

Logo depois de avaliar a acdo do extrato E5 nosratifes
corantes, pode-se avaliar a importancia de estselparadamente as
condicbes de trabalho para atingir uma melhor desagio,
especialmente no que refere a determinacao dodusagem de extrato
apropriados.

5.5.4. Adicéo de alcalinizante

Com as condicdes de pH e dosagem de extrato estized,
foi testada a adicdo de carbonato de sodio comadiratante, avaliando
seu efeito na remocédo de cor e na estabilidaddlatass formados. A
aplicacdo dos dois agentes, extrato e alcalinizaletéorma simultanea
na etapa de agitacao rapida, garantiram a homaged@e na solugdo de
corante, requisito indispensavel para a formac&ofidgos. Os efeitos
da adicao do carbonato sdo apresentados na FiguRn8e-se observar
gue existe uma dosagem de carbonato na qual a #eréapaxima para
0o AM e o AMG. As dosagens utilizadas no presenabatho séo
similares aquelas usadas em pesquisas que utilizamarbonato
associado a sais de aluminio como coagulantes [22].
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Figura 35. Ensaios de descoloracdo com o uso de carbonatidoe
como alcalinizante. Parametros: [Coragnteh. =10 mdll™*, [NaCl]=0
g%, TAR=5 min, TAL = 30 min. Valores de pH e dosageerextrato

de acordo & Tabela 23 para cada corante.

Para o VM, dosagens de carbonato acima de Sfloiglevam
a remocgdes levemente maiores, porém a estabilidadervada dos
flocos formados foi muito baixa, e 0s mesmos setirErAM em
suspensdo mesmo apos 48 h de incubacéo das amysteaslo uma
aplicacdo em maior escala que s6 com o tempo déagéo fosse
possivel remover o corante sedimentado, foi estalhima dosagem de
50 mgL™ de carbonato.

A presenca de alcalinizante ajuda na geracao eerpmst
decantacdo dos flocos [22]. Nesta situacdo umarndigponibilidade
de ions de carga negativa aumenta a superficieordis para
aglomerar particulas e favorece o incremento danamdas particulas
suspensas no processo de adsorcdo. Pode-se vabela 23 0 aumento
da eficiéncia na remocdo com 0 uso do alcalinizgatea os trés
colorantes testados. Nos casos do AM (Figura 3&) ¥M a acao do
alcalinizante aumenta consideravelmente as pegmEmsade remocao.
Para o AMG o efeito foi pouco expressivo. No caas dmostras de
corante tratadas s6 com alcalinizante ndo foi edidela nenhuma
diferenca de cor com as solugdes inicias de cqramen houve
formacao de flocos.
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Tabela 23.CondicGes 6timas de remocao utilizando a fasesaquo
extrato etandlico concentrado do caule de mandi©sa

Parametros Corante"

AM AMG VM
Dosagem de extrato (thi*) 40 40 50
NaCl (gL ™) 0 0 0
Alcalinizante (m@_.™) 15C 10C 50
TAR (miny 5 5 5
TAL (min)° 30 30 30
Remocdo de cor se
alcalinizante (%) 40,7 718 64.8
Remocdo de cor co
alcalinizante (%) 9L.4 80,0 90.1
pH original da solugdo c 6.1 6.0 5.0
corante
pH ajustad 9,C 7,C 7,C
pH final da solug_a(_) de corar 6.0 5.8 5.5
tratada sem alcalinizante
pH final da solugéo de corar 6.9 7.0 7.0

tratada com alcalinizante

'Concetracéo de corante: 10 By

%elocidade na etapa de agitaco rapida: 170 rpm.

%Velocidade na etapa de agitagdo lenta: 50 rpm.

“Remocéo calculada de amostras com tempo de sediréerte 1 hora

Figura 36. Amostras de AM (10 mf™). A) Sem tratamento. B) Com
extrato bruto. C) Com extrato bruto e alcalinizaRiatografias tomadas
apo6s 24 horas de incubacéo a 25 °C com previa éantms flocos
formados. Condicdes de trabalho de acordo a T@3ela
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Nas solucdes tratadas sem adicdo de alcalinizasigehum
decréscimo no pH final em comparacdo ao ajustade @& testes. A
variacdo pode estar relacionada com a baixa fdangma da solucéo
inicial (Agua destilada sem nenhum efeito tampédambém a leve
acidez do extrato polifendlico (pH entre 5 e 6)st€s complementares
contendo solugdes tamponadas podem apresentar u@E@r m
estabilidade quanto ao pH durante o processo. Masteas submetidas
a adicao de alcalinizante, o pH final (apds o tretato) ficou proximo a
7, ndo havendo necessidade de reajuste do mesmtagem ja
documentada para o uso do carbonato juntamentesaisnue aluminio
[17,124]. O alcalinizante também pode agir comotnaéimante de
substancias acidas formadas no meio [104] ou jéeptes no extrato
bruto.

Com as condigbes da Tabela 23 foram avaliadas arim
guimica de oxigénio (DQO) e a toxicidade das saagSem ou com
tratamento.

5.6 Determinacdo da DQO

A Tabela 24 resume os resultados da determinac&@)da para
as solucbes de corante tratadas apds a remocdo dmtaflocos
formados. As DQO iniciais apresentam valores comimsfluentes
industriais que contém corantes (producdo de pa@eleis, etc.) os
quais sdo da ordem de 10-80 nadd [128].

Existe um claro aumento da quantidade de matéiganama
presente nas solu¢des testadas com o extratonaemdo este aumento
proporcional ao acréscimo da dosagem do extrate.&am fendmeno
comum em efluentes tratados com coagulantes matuxaastasakis et
al. [114] apresentam diversos tipos de floculamtatirais, os quais
aumentam a carga organica (medida como carbonaioogdissolvido -
COD) do efluente tratado em diferentes percentageksda et al. [62]
determinaram que o aumento da carga organica andiz extratos
aquosos ddloringa oleiferaé devido a principalmente a componentes
inativos presentes no extrato.

N&o se observa uma tendéncia clara na variacdoQ@a pela
adicdo de alcalinizante, sugerindo um efeito ngnifitativo sobre esta
variavel quando é feita a adicdo de carbonato.
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Tabela 24.DQO das solucfes de corantes tratadas

Dosagem de extrato (niL ™)

Corante DQO solugéo 40 60 40 60
de corante DQO Sem DQO Com
alcalinizante alcalinizante*
AM 10t 113¢ 193¢ 108« 150z
AMG 53 991 107( 962 114:
VM 59 103¢ 155k 1422 188t

'Dosagem de alcalinizante de acordo a tabela 23.
%Valores de DQO em mg@ ™

Neste estudo ndo foram feitos tratamentos prévieseatratos.
Para posteriores pesquisas, processos de delipifl@2F remocao de
pigmentos ou adicdo de antioxidantes [89] poderapkctados com o
objetivo de eliminar carga orgénica ou compost@sgntes no extrato
gue possam interferir na DQO final do efluenteaiat A remoc¢éo de
acidos graxos, agUcares ou pigmentos ndo afetarficiéneia de
remocdo, a qual esta relacionada especificamemteacpresenca dos
polifendis no extrato [12]. Técnicas analiticaseesjicas (cromatografia
gasosa — espectrometria de massas) poderiam ajudaterminar os
diversos compostos organicos presentes no extrato.

O uso de compostos naturais com agéo coagulanféscalantes
secundéria torna-se também uma alternativa intaresgara ndo afetar
a carga organica [105] E importante anotar que roeato da carga
organica deve ser monitorado em todos os casosloda\possibilidade
de formag&do de produtos clorados toxicos, em pigtisnctapas
subsequientes de cloracdo para o efluente em qUaddjo O uso de
tratamentos bioldgicos com o objetivo de degradasatéria organica é
necessario de acordo as condicfes finais das ssltestadas.

5.7 Testes de toxicidade

O teste de toxicidade comirtemia salinafoi feito para trés
condicdes diferentes:

+ Solucéo de corante 10 g

* Solucdo de corante tratada com extrato nas corglicde
estabelecidas na Tabela 23 sem remocéo dos flecoados.
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* Solucdo de corante tratada com extrato nas corglicde
estabelecidas na Tabela 23 com remocéo dos flocomflos
(efluente clarificado).

A Tabela 25 apresenta os resultados obtidos, esqggesomo a
mortalidade (em percentagem) da populacdcAdemia salinapara
cada condicdo avaliada. Para as solu¢des de cemntaenhum tipo de
tratamento a taxa de mortalidade foi baixa comparemn estudos
anteriores que descrevem dosagens letais em coreat®nicos da
ordem de 1 mifi* [130,131].

Tabela 25.Toxicidade das solu¢des de corante antes e apos o
tratamento com o extrato etanolico de caule de mead

Mortalidade (%)

Corante* Solugdo  Ap6s adicdo Apos adigao de
e extrato e remog&o
inicial de extratd’
de aglomeradd
AM 18,5+4,5 72,5+9,6 12,4+4,3
AMG 18,7+1,6 80,0+48,2 12,445,0
VM 24,7+5,8 63,8+11,1 3,6%4,3

'Concentracéo de corante: 10[HY
’Parametros do processo de acordo & tabela 23.

Nos efluentes tratados, houve diferenca signifieatjuanto as
amostras nas quais o material aglomerado nao foovielo, ficando
sedimentado ou em suspensao. Nestas amostrasadidade aumentou
comparando com as solu¢des sem tratamento, daonsume DQO
deprimindo a quantidade de, @ a possivel formagdo de compostos
téxicos ao longo do periodo de incubacédo (24 hepoéxplicar este
acréscimo. Nas amostras nas quais o material @gfdi removido e
a solucao foi clarificada, a toxicidade diminuiupresentando
percentagens menores que as solucdes iniciaigaPir a eliminacéo
dos complexos moleculares formadas no tratame@im, necessarios
para obter um efluente menos nocivo para 0 meiatiaqgu

Para a avaliacdo da toxicidade do extrato foi detexda a
concentracao letal (Gh), que causa a morte do 50% dos organismos
presentes no meio aquatico. A Figura 37 mostrareacobtida para a
mortalidade dos microcrustaceos em funcéo da ctiag@o de extrato
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em agua, neste caso concentracdes acima de 80 extréédll™ s&o
consideradas letais para o0 ambiente aquatico ekiuda

100

o

so |- 3
70} I’ ’

60

50 - P
W0t .- {"’“E

Mortalidade (%)

(:.Lﬁﬂ
0 L 1 L 1 1 1 1 1 L L
0 10 20 30 40 50 60 70 80 9% 100 110

Dosagem de extrato (ml-L")
Figura 37. Teste de toxicidade coArtemia salinada fracdo aquosa do
extrato etanolico concentrado de caule (E5). Detergdo da Cho

A literatura reporta que coagulantes naturais dateaanidnico
ou nao-ibnico sao geralmente de baixa toxicidadejuanto que os
polieletrélitos catibnicos sdo mais toxicos, espeognte para
organismos aquaticos [102]. Por outro lado, a rimidos polimeros
comerciais derivados do petréleo utilizados enatr@nto de aguas nao
sdo inteiramente seguros e ambientalmente amigédveitd advém o
interesse, cada vez maior, no desenvolvimento tdenativas naturais,
de baixo custo [99].
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6 CONCLUSOES

O presente trabalho determinou as condicfes Otilaaextracédo
para favorecimento da atividade hemaglutinantextiates aquosos de
folhas de mandioca: temperatat@25°C e tempos entre 45 e 60 min. O
armazenamento a baixa temperatura (10°C) permienaservacdo da
AH dos extratos por um periodo até de 3 dias.

A AH é favorecida com processos de purificacdo caano
precipitacdo isoelétrica, permitindo promover autighcdo com uma
menor quantidade proteina. O aumento de temperatwaempo de
extracéo favorecem o aumento das percentagensténas obtidas.

Foi observado um carater seletivo da lectina ptesee folha de
mandioca tendo em conta os diferentes valores deakhl cada tipo de
eritrocito. Nenhuma atividade foi detectada nasstras de sangue de
porco.

Os conteudos protéicos e de compostos fendlicosertatos
brutos foram maiores nas folhas que no caule emstad extracbes
feitas. A percentagem de taninos condensados @osraiom etanol é
maior aquela observada para extracdo aquosa.

Comparando os teores obtidos de polifendis e tanieam
extracoes feitas com acetona 70%, a recuperacaeteoml 70% foi de
60% enquanto que para o extrato aquoso foi de 27%.

A fase aquosa do extrato etandlico concentrado aldecda
mandioca foi a fragcdo mais adequada para os tdstefescoloracéo,
atingindo percentagens de remocao significativas. pfesenca
majoritaria de taninos condensados sugere sua témois no fendmeno
de coagulacao em testes de descoloracao feiteripostente.

Os espectros FTIR permitiram identificar os priatépgrupos
funcionais presentes nos extratos, ajudando a pr@struturas
moleculares que fazem parte dos processos de agipiaenos testes de
AH e descoloragdo. Os espectros obtidos apresermampicos
caracteristicos de compostos protéicos (extratosardialisado) e de
compostos polifendlicos (extrato etandlico liofido).

Os mecanismos propostos como promotores da coagudlac
floculagcdo, tais como interacbes moleculares, foimade flocos e
posterior precipitacdo, sdo causados por procefis@o-quimicos
complexos que se desenvolvem progressivamentetdusgoeriodo de
incubacao da amostra.

Nos testes de descoloracdo, foram determinadasagelm do
extrato e o pH como os fatores principais e mdigentes na eficiéncia
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da remocdao da cor. Os tempos de agitacdo nas é&tapas e rapida ndo
afetaram o grau o desempenho do extrato. A coraggidrinicial de

corante e a dosagem de NaCl afetaram o procesfwrda negativa,

razao pela qual foram fixadas as quantidades méiawaliadas no
planejamento fatorial.

As dosagens de extrato 6timas foram da ordem deld@0' e os
valores de pH com as melhores remocdes foram dee@AM e de 7
para AMG e o VM.

Os extratos utilizados apresentaram percentagenserdecao
aceitaveis quando comparados com coagulantes isatdea outras
fontes vegetais.

A formacédo lenta dos flocos pode ser explicada figkcéao
ineficiente corante-extrato. Baixos pesos moleeslanos principios
ativos (taninos e proteinas) e a néo linearidattateagal molecular dos
polifendis estao relacionados com este processo.

Os teores de agentes ativos (proteinas e polifedetsrminados
no caule sdo mais baixos que o0s encontrados enesfordggetais
comumente usadas para tratamento de eflueltesnga Oleifera)e,
por conseqiiéncia, os volumes de extrato dosadadts&o

A adicdo de um agente alcalinizante aumentou aéeéim do
processo. Dosagens 6timas de 150 e 100 hfgram encontradas para
0 AM e o0 AMG respectivamente. Para o VM, a adicAecarbonato em
dosagens acima de 50 Hhg gerou a re-estabilizacdo do material
suspenso nao permitindo a sedimentacéo naturdliodes formados.

Houve um claro acréscimo da DQO das solucdes aateam os
extratos, devido a presenca de componentes orgaaiivms adicionais
aos principios ativos. A adicdo do agente alcalimig ndo gerou
alteracdes na DQO das solucdes de corante, metfeanficiéncia do
processo.

Houve uma diminuicdo da toxicidade nas amostradasra as
dosagens de extrato utilizadas foram menoress3 (80 miL™).

A simplicidade das técnicas de coagulacao-flocuaipiina o
processo com coagulantes naturais mais barato adivatr O uso
potencial da parte aérea da mandioca em tratandentfluentes leva
em conta a presenca de principios ativos promotboefenémeno de
coagulacdo. Sua utilizacdo esta ligada ao usoaessos adequados de
extracdo com eficiéncias significativas na extragho proteinas e
compostos fendlicos.
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7 SUGESTOES

Com base nos resultados obtidos sugerem-se os1egtdipicos
para futuros trabalhos:

» Realizar testes de descoloracdo com extratos abtdio
plantas com uma idade maior (12 meses) com o wbjele
obter uma maior percentagem de taninos condensados.

» Avaliar o rendimento na concentracéo de prote@ajlfcos e
taninos nos extratos brutos finais fazendo extragdeessivas
do solido testado.

» Utilizar os extratos etanolicos com um maior grae d
concentracdo ao realizado neste trabalho (15% diomeo
inicial do extrato) para os testes de descoloracao.

* Realizar um estudo da eficiéncia na remoc¢éo da gartir de
extratos salinos das folhas e do caule e comparggsoltados
com as extracdes aquosas e etandlicas.

» Avaliar o uso de técnicas avancadas de caracténzagra a
determinacao de grupos funcionais presentes nost@st

» Fazer a caracterizacdo dos extratos brutos em auant
composicdo de lipidios e carboidratos e sua inflizemo
aumento da DQO nos efluentes tratados.

» Fazer o monitoramento da descoloracdo em func@edodo
de incubagdo com objetivo de estudar a velocidade d
sedimentacao dos flocos formados.

e Fazer estudos apropriados a escala piloto pardaaval
capacidade de desempenho do extrato e estabelest®rs c
realistas e a potencialidade do uso do produto calaes
industrial.
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ANEXO 1.

Curva padréo de albumina bovina serina (BSA)
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Curva padrao de AM.
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Curva padrao de VM.
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Curva de determinac¢éo do ponto de carga zergZgbdra o extrato E5.
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