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As saponinas sdo metabdlitos se-
cundarios caracterizados por formar
espuma estavel em solugdo aquosa.
Normalmente sdo encontradas em rai-
zes, tubérculos, cascas, folhas, semen-
tes e frutas de diversos vegetais, es-
tando presentes até mesmo em alguns
animais, como o pepino do mar (Wina
et al., 2005). Possuem propriedades
surfactantes e detergentes, tendo assim
grande aplicabilidade nas industrias
alimenticia e cosmética. Sua atividade
antifungica e antibacteriana também a
torna interessante para diversas apli-
cagbes. Quimicamente, as saponinas
apresentam caracteristicas anfipaticas,
ou seja, sao constituidas por um nucleo
lipossoluvel de estrutura esteroidal ou
triterpendide e apresentam em sua por-
¢ao hidrossoluvel uma ou mais cadeias
de carboidratos (Waller; Yamasaki,
1996).

A erva-mate, llex paraguariensis
St. Hil. (Aquifoliaceae), € uma arvore
originaria da América do Sul conhecida
pelo consumo de suas folhas secas,
levemente torradas e moidas em uma
bebida semelhante a um cha, popular-
mente conhecida como chimarrao e

tereré. Além disso, devido a sua com-
posicdo quimica, na qual destacam-se
fendis, acidos fendlicos, fenilpropanoi-
des, antocianinas, flavonois e flavonas,
terpendides, esterdis, alcaloides puri-
nicos, aminoacidos, acidos graxos (no
6leo extraido da semente), carboidratos,
vitaminas e carotendides (Alikaridis,
1987), a erva-mate apresenta algumas
atividades farmacolégicas. Assim, é tra-
dicionalmente empregada na medicina
popular para o tratamento de artrite, dor
de cabecga, constipagdo, reumatismo,
obesidade, fadiga, retengéo de liquidos
e disturbios hepaticos (Cogoi et al,
2013). Somente a regidao Sul do Brasil
produz aproximadamente 347 toneladas
por ano de folhas de erva-mate (IBGE,
2018), gerando consequentemente
toneladas de frutos que sio tratados
como subprodutos (Cogoi et al., 2013).
Taketa et al. (2004) observaram um alto
teor de saponinas na composigdo do
fruto, as quais diferem das encontradas
nas folhas da erva-mate. Segundo estu-
do realizado por Borré et al. (2010), os
frutos imaturos apresentaram um maior
teor de saponina (12,30%) em relagéo
as folhas (4,14%) e aos ramos (0,94%).
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Atualmente, diversos métodos sao
capazes de detectar a presenca de
saponinas. Dentre os mais utilizados en-
contram-se os que avaliam o indice de
espuma, atividade hemolitica, métodos
espectrofotométricos e métodos croma-
tograficos, como CLAE (Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia) e CLUE (Cro-
matografia Liquida de Ultra Eficiéncia)
(Onning; Asp, 1993). Embora os mé-
todos cromatograficos sejam os mais
precisos, o alto custo do equipamento
se torna oneroso a sua aplicagéo. Esse
obstaculo vem estimulando a procura
por outros métodos que se apresentem
mais acessiveis, mas que mantenham a
precisédo juntamente com simplicidade e
praticidade (Vigo et al., 2003).

A Farmacopeia brasileira 52 edigao
propde a metodologia de determi-
nacdo do indice de espuma (indice
afrosimétrico), em que se utiliza 1 g do
material vegetal para preparo de 100 mL
de extrato. S&o preparados tubos de 10
mL de volume total contendo de 1 mL a
10 mL do extrato, utilizando agua destila-
da para completar os volumes. Os tubos
devem ser agitados por 15 segundos e
deixados em repouso por 15 minutos,
entdo ¢é obtido o indice de espuma, divi-
dindo 1.000 pelo volume (mL) do extrato
adicionado ao tubo de maior diluicdo
que apresente altura de espuma igual
a 1 cm (Brasil, 2010). Essa metodologia
€ aplicada as drogas vegetais descritas
na Farmacopeia, pois, se tratam de
materiais utilizados especialmente pela
industria farmacéutica.

O objetivo deste trabalho foi adaptar
e aprimorar uma metodologia pratica e

rapida para estimar a quantidade de sa-
poninas em extratos de polpas dos fru-
tos da erva-mate (/lex paraguariensis).

Materiais Necessarios:

» Balanca analitica.

* Liquidificador doméstico de 1.000 W.
» Chapa aquecedora.

 Pincel.

» Tamis de 35 mesh.

» Becker de 250 mL.

» Kitasato de 2 L.

* Funil.

* Papel filtro.

» Balao volumétrico de 100 mL.

» Tubos de ensaio (15 mm de didmetro).
» Pipeta automatica (P1000 e P5000).
* Régua.

O preparo do extrato da polpa do fru-
to de erva-mate foi feito de acordo com o
método descrito por Silveira et al. (2018).
Frutos secos foram triturados e separa-
dos das sementes por granulometria,
utilizando-se tamis de 18 mesh. Para
a preparagcdo dos extratos aquosos,
utilizou-se 3,0000 * 0,0005 g de p6 das
polpas para 100 mL de agua tipo Il. Os
extratos foram preparados em duplicata
utilizando maceragao a quente, a 55 °C
e 85 °C, por 15 minutos e para cada
extrato obtido foram realizadas analises
em triplicata.

Primeiramente, os extratos foram
diluidos na proporgdo 1:8, com &agua
tipo Il. Essa diluicao prévia foi preparada
para que se obtivesse 1 cm de espuma
entre os tubos 3 e 8, na curva de dilui-
¢ao, aumentando a confiabilidade dos



resultados. A partir destes extratos fo-
ram preparadas as diluigdes posteriores,
conforme mostra a Tabela 1.

Os tubos preparados conforme a
Tabela 1 foram agitados manualmente,
durante 15 segundos (2 movimentos ver-
ticais por segundo) e, entdo, deixados em
repouso por 15 minutos. A leitura da altu-
ra da espuma que persistiu foi realizada
com o auxilio de uma régua e utilizada
para o calculo do indice Afrosimétrico
(IA). Para as andlises estatisticas fo-
ram utilizados teste de Shapiro-Wilk,
para verificar a normalidade dos dados,
Analise de Variancia (ANOVA) e teste de
Tukey, com nivel de confianga de 95%
(P<0,05) e 99% (P<0,01) para verificar
diferenga significativa entre o conjunto
de dados. Os softwares SASM-Agri e
Past (Paleontological Statistics software
package for education and data analy-
sis) foram usados como ferramentas
para essas analises.
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A definicdo do indice Afrosimétrico
(mL g') é o volume de agua (em mL)
necessario para diluir 1 g de material
vegetal e formar 1 cm de espuma es-
tavel por 15 minutos. Esse € um indice
semi-quantitativo que pode estimar a
concentragcado de saponinas na amostra
(Brasil, 2010).

O calculo do IA considerou as con-
centragdes e as alturas das espumas
dos dois tubos que apresentam valores
adjacentes a 1 cm de altura de espuma.
Assim, C1 e C2 serao respectivamente
as concentragdes dos tubos com alturas
de espuma menor e maior que 1 cm.
As alturas das espumas desses tubos
serao respectivamente A1 e A2. Dessa
forma, para o calculo do IA foi utilizada
a Equacéo 1:

- 1000 x (42 - A1)
T (1-A41)x(C2-Cl)+ Cl % (42 - A1)

(1)

14

Tabela 1. Preparo da curva de diluicdes dos extratos.

Tubos EZ::E;O Agl.;z‘tLi[))o g
1 0,1 9,9
2 0,2 9,8
3 0,3 9,7
4 0,4 9,6
5 0,5 9,5
6 0,6 9,4
7 0,7 9,3
8 0,8 9,2
9 0,9 9,1

10 1,0 9,0

Concentragao final de
polpa de erva-mate (g/L)

0,30
0,60
0,90
1,20
1,50
1,80
2,10
2,40
2,70
3,00
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Onde:

C1 = Concentracado de polpa de erva-
-mate no tubo com altura de espuma
menor que 1 cm, em g L.

C2 = Concentragao de polpa de erva-
-mate no tubo com altura de espuma
maior que 1 cm, em g L.

A1 = Altura de espuma no tubo com altu-
ra menor que 1 cm, em cm.

A2 = Altura de espuma no tubo com altu-
ra maior que 1 cm, em cm.

No caso de um dos tubos apresen-
tar a altura de espuma igual a 1 cm, a
férmula pode ser reduzida a Equacéo 2.

1000

=—7 ()

Onde:

C = concentragéo (g/L) de polpa de erva-
-mate no tubo que apresentou altura de
espuma igual a 1 cm.

Os resultados obtidos para os extra-
tos da polpa de erva-mate a temperatura
de 55 °C e 85 °C estdo apresentados
nas Tabelas 2 e 3, respectivamente.

Os valores de IA obtidos para as duas
temperaturas de extracdo seguiram a
distribuicdo de dados normal, segundo
teste de normalidade Shapiro-Wilk. A
média dos |A obtida para os extratos de
55 °C foi 5368 = 1555. Os valores de
A1, A2, C1 e C2 utilizados foram os dos
tubos 3, 4, 5, 6, 7 e 8, considerando que
foram os tubos com a altura de espuma
adjacente ou igual a 1 cm. Para que a
altura de 1 cm de espuma fosse obser-
vada entre os tubos 3 e 8, foi realizada
diluicdo prévia do extrato na proporgéo

1:8. Dessa forma, o resultado final obti-
do foi multiplicado por 8.

A média dos IA obtida para os ex-
tratos 85 °C foi 4836 + 928. Os valores
de A1, A2, C1 e C2 utilizados foram os
dos tubos 4, 5, 6 e 7, considerando que
foram os tubos com a altura de espuma
adjacente ou igual a 1 cm. Pelo mesmo
motivo que o extrato de 55 °C, o extrato
de 85 °C foi previamente diluido na
proporgao 1:8. Portanto, o extrato de 55
°C apresenta maior |IA quando compa-
rado ao de 85 °C, sugerindo que essa
temperatura proporcionou um extrato
com maior teor de saponinas.

Observa-se que, nas curvas de di-
luichdo de ambos os extratos, existem
diferencas significativas de altura de
espuma entre os tubos das Tabelas 2 e
3. Isso foi indicado pelo teste de Tukey
com niveis e confianga de 99% e 95%,
respectivamente. O rigor do teste esta-
tistico proporcionou pouca diferenca de
agrupamento dos resultados do extrato
de 85 °C. Este resultado demonstra a
confiabilidade do teste, mostrando a di-
ferenca significativa entre as alturas dos
tubos da curva obtida. No entanto, trata-
-se de um teste semi-quantitativo que
fornece uma estimativa da concentragao
de saponinas presente nos extratos,
permitindo a comparagao entre duas
extracoes diferentes, nesse caso.

A proposta deste trabalho foi a
obtencédo de um valor mais preciso do
volume de agua necessaria para diluir
1 g da droga, com o intuito de obter 1
cm de espuma. O aprimoramento mate-
matico realizado permitiu um resultado
mais preciso quando comparado ao



Tabela 2. Resultados de altura de espuma (cm) das 6 repeticdes dos tubos de ensaio com os extratos preparados a temperatura
de 55 °C.

Extrato 1 Extrato 2 .
Tubos 1 2 3 —a 5 & Média
1 0,1 0,1 0,0 0,3 0,2 0,1 0,137¢+ 0,10
2 0,5 0,4 0,4 0,4 0,4 0,2 0,38¢"F¢ + 0,09
3 0,7 0,8 0,5 0,5 0,6 0,5 0,609 + 0,12
4 1,1 1,1 0,8 0,7 0,8 0,7 0,87°PE + 0,18
5 1,4 1,2 1,0 0,9 0,8 0,7  1,00°9€P + 0,26
6 1,6 1,4 1,3 1,0 1,1 0,8 1,202¢ECP + (0,28
7 1,6 1,6 1,5 1,4 1,0 0,8  1,323/ABC + (0,33
8 1,7 1,5 2,0 1,2 1,0 1,0 1,40%A8 + 0,40
9 1,8 1,6 21 1,4 1,5 1,1 1,58% + 0,34
10 2,0 1,7 1.8 1,4 1,6 0,8 1,47%%8 £ 0,40
1000 x (1,1 -0,7) 1000 x (1,1 - 0.8) 1000 1000 1000 x (1,1 -0,8) 1000
IA(mLg") (1-0,7)(1,2-0.9)+09(1,1-0,7) (1-0.8)(1,2-0,9)+0,9(1,1-08) 15 18 (1-08)(1,8-15)+1,51,1-08) 24
889 909 667 556 588 417 1A médio final =
IA (mL g”)
considerando 7112 7272 5336 4448 4704 3336 5368 + 1555
a diluicao 8x

(*) Os resultados de IA seguem a distribuigdo normal de dados segundo teste de normalidade de Shapiro-Wilk. ANOVA foi aplicada como teste estatistico e teste de Tukey
como post test, sendo que as médias com a mesma letra na coluna néo diferem significativamente, de acordo com o teste de Tukey. Letras minusculas correspondem
ao teste com P<0,01 e letras maiusculas com P<0,05.
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Tabela 3. Resultados de altura de espuma (cm) dos tubos de ensaio com os extratos preparados a temperatura de 85 °C.

Extrato 1 Extrato 2

1 0,1 0,1 0,2 0,1 0,3 0,3 0,187 £ 0,09
2 0,5 0,5 0,4 0,4 0,3 0,4 0,42°C £ 0,07
3 0,6 0,7 0,7 0,5 0,5 0,5 0,58%EF £ 0,09
4 0,7 0,9 0,8 0,6 0,6 0,7 0,72%PE £ 0,11
5 1,0 1,1 1,1 0,7 0,6 0,7 0,87%9 + 0,22
6 1,3 1,3 1,4 0,9 1,0 0,9 1,135 £ 0,22
7 1,4 1,4 1,5 1,1 1,0 1,0 1,238+ 0,22
8 1,5 1,2 1,5 1,2 1,1 1,1 1,27248 + 0,18
9 1,5 1,5 1,6 0,9 1.2 1,2 1,328 + 026
10 1,6 1,5 2,2 1,4 1.2 1,2 1,529 +0,37
1000 1000 x (1,1 -0,9) 1000 x (1,1 -0,8) 1000 x (1,1 -0,9) 1000 1000
L5 (1-09)1,5-12)+12(1,1-0,9) (1-0,8)(1,5-1,2)+ 1,2(1,1-0,8) (1-0,9)2,1-1,8)+ 1,8(1,1 - 0,9) 1.8 2.1
IA(mL g7) 667 741 714 513 556 476
667 741 714 513 516 476 1A médio final =
IA (mL g™)
considerando 5336 5928 5712 4104 4128 3808 4836 + 928
a diluigdo 8x

(*) Os resultados de IA seguem a distribuigdo normal de dados segundo teste de normalidade de Shapiro-Wilk. ANOVA foi aplicada como teste estatistico e teste de Tukey
como post test, sendo que as médias com a mesma letra na coluna n&o diferem significativamente, de acordo com o teste de Tukey. Letras minusculas correspondem ao
teste com P<0,01 e letras maiusculas com P<0,05.
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método farmacopeico. Na metodologia
farmacopeica, utiliza-se o tubo de maior
diluicdo que apresenta 1 cm de espuma,
assumindo-se que aquela concentracao
da droga permite a obtengdo desse
resultado.

Portanto, o método analitico & pratico
e rapido. A menor quantidade de extrato
utilizado para realizar os ensaios €
devida a maior concentracéo de saponi-
nas presentes nos extratos de polpa de
frutos de erva-mate (Taketa et al., 2004;
Borré et al. 2010), quando comparada a
metodologia proposta na Farmacopeia
Brasileira 52 edigao.

Conclusoes

O método proposto trata-se de um
aprimoramento e adaptagdo da meto-
dologia de determinagdo de indice de
espuma presente na Farmacopeia bra-
sileira 52 edicdo. Este método é capaz
de determinar, com maior precisao, o
volume de espuma formado a partir de
1 g de droga quando comparado ao
método farmacopeico. Também possi-
bilita a adaptacdo do método existente
para o uso em extratos dos frutos da
erva-mate. Este subproduto da cultura
ervateira é relevante quando é pen-
sado na produgdo de saponinas. Esta
metodologia pode auxiliar os estudos
de melhoramento genético e ao desen-
volvimento de processos de preparagao
de extratos de erva-mate devido a sua
simplicidade, eficiéncia e aplicabilidade.
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