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Introducao

As saponinas s&o metabdlitos secun-
darios e estao relacionadas ao mecanis-
mo de defesa de plantas. Sua estrutura
possui uma porg¢ao lipofilica (triterpeno
ou esteroide) e uma hidrofilica (agucar).
As saponinas triterpénicas sao encon-
tradas principalmente nas dicotiledone-
as, enquanto as saponinas esteroidais
ocorrem nas monocotiledébneas, como
as gramineas (Low, 2015).

A importancia das saponinas este-
roidais esta no fato de elas serem hepa-
totéxicas e nefrotdxicas, e por desenca-
dearem reagbes de fotossensibilizagcao
em animais apés consumo de gramine-
as, como as do género Urochloa (Syn.
Brachiaria), principalmente em ovinos
jovens (Muniandy et al., 2020). Folhas
jovens e verdes contém de cinco a dez
vezes a concentracdo de saponina,
indicando que as pastagens de U. de-
cumbens, por exemplo, provavelmente
sejam mais toxicas durante a brotagao
e o crescimento inicial (Low, 2015). Isso
ocorre porque os tecidos vegetais se-
riam mais vulneraveis durante o cresci-
mento inicial e, portanto, a presenga de
saponina atuaria como um mecanismo

de sobrevivéncia (Low, 2015). Lozano
et al. (2017) observaram também em
Urochloa spp, que a quantidade de
saponina ao longo do ano sofre influ-
éncia da temperatura, da umidade, do
estresse abiotico, da espécie e de seus
hibridos.

Varias outras espécies vegetais,
como Panicum spp, Narthecium spp e
Tribulus spp, além de U. decumbens,
tém efeito semelhante de toxicidade
devido a presencga de saponinas este-
roidais associadas a fotossensibilizagao
(Muniandy et al., 2020). Zaki et al. (2017)
relataram a existéncia de saponinas es-
teroidais em Panicum turgidum Forssk.
e que essas apresentaram efeito citoto-
Xico in vitro.

Diante do exposto, em programas
de melhoramento genético que levam
a indicagao de cultivares, se assegurar
dos niveis quantitativos de saponina nas
variedades trabalhadas pode reduzir os
riscos de problemas futuros no forneci-
mento aos animais.

Como revisado por Sparg et al.
(2004), as saponinas se dissolvem em
agua, formando uma solugdo coloidal
que gera espuma apos agitacdo. Essa



caracteristica das saponinas fundamen-
ta sua determinacéo pelo indice de espu-
ma (IE). O IE expressa a quantidade de
liquido extrator necessaria para produzir
um extrato aquoso (decoto) com um gra-
ma da droga vegetal que exiba anel de
espuma com 1 cm de espessura apos
agitados, nas condi¢des do experimen-
to, conforme metodologia preconizada
pela Farmacopeia Brasileira (2019).

O presente comunicado descreve
metodologia para tornar a determinacao
indireta de saponina por IE em uma
determinacdo quantitativa baseada
em curva padrdao com saponina pura
comercial. A metodologia mantém o
principio da acessibilidade e baixo custo
do método de IE, com o incremento da
quantificagao.

Metodologia

Para desenvolver a metodologia, ini-
cialmente foram preparadas 100 mL de
cinco solugbes com saponina padréo co-
mercial (Saponin, Sigma Aldrich, 84510)
em agua deionizada, nas concentragbes
de 0,08 mg/mL, 0,12 mg/mL, 0,16 mg/
mL, 0,20 mg/mL e 0,28 mg/mL. Em se-
guida, foi avaliada a estabilidade dessas
solugdes por até 96h acompanhando a
absorbancia das solucbes a 284 nm.

Seguindo a Farmacopeia Brasileira
(2019), para determinagéo do indice de
espuma (IE), ensaio indireto para deter-
minagdo da presenga de saponina em
uma amostra, cada solugéo de saponina
foi aliguotada em dez tubos de ensaio
com tampa, de forma a realizar dilui¢des

em série sucessivas de 1 mL, 2 mL, 3
mL, até 10 mL, com volume do liquido
de cada tubo sendo ajustado com agua
até completar o total de 10 mL. Uma
vez tampados, os tubos foram agitados
com movimentos verticais por 15 segun-
dos, com duas agitagdes por segundo.
Depois, permaneceram em repouso por
15 minutos, quando a altura da espuma
foi mensurada com uma régua.

Os valores obtidos em cm de espuma
para cada uma das dez diluicdes e em
cada concentracdo de saponina avalia-
da foram plotados em grafico e geradas
equacoes que melhor explicassem a ten-
déncia, ou seja, com valor do coeficiente
de determinacdo (R?) mais proximo de
1. A melhor equacgao foi utilizada para
determinar o |IE para cada concentragéo
de saponina avaliada, considerando a
diluicdo necessaria para se obter 1 cm
de altura de espuma.

Para se obter a relagdo entre os va-
lores de |IE e as concentracdes de sapo-
nina (mg/mL), os valores de IE obtidos
foram plotados em grafico no eixo das
abscissas (x) e o das concentragdes ori-
ginais das solugdes de saponina no eixo
das ordenadas (y). Com as correlagdes
entre esses parametros, obteve-se a
equacgao de regresséao linear passando
pela origem, ou seja, y=ax, o valor de “@”
obtido corresponde ao fator de corregao
do modelo.

Foram pesadas 5 g de material ve-
getal reduzido a p6 de nove amostras
de gramineas: Urochloa brizantha
cv Paiaguas; U. brizantha cv Piata;
Cynodon dactylon cv Capim Vaqueiro;



Panicum maximum cv Massai; P. maxi-
mum cv Tamani; P. maximum cv Zuri;
P. maximum cv Tanzania; P. maximum
cv Mombacga; e Pennisetum purpureum
cv Kurumim, respectivamente, identi-
ficadas como A, B, C, D, E, F, G, H
e |I. Em seguida, transferiu-se para
erlenmeyer contendo 50 mL de agua
fervente. Manteve-se sob fervura mo-
derada durante 30 minutos. Resfriou-
se, transferiu-se para baldo volumétrico
de 100 mL e completou-se o volume até
100 mL. A altura da espuma foi deter-
minada em cm para cada amostra nas
dez dilui¢des preconizadas pelo méto-
do descrito na Farmacopeia Brasileira
(2019). Posteriormente, os valores
obtidos foram plotados em curva de
tendéncia semelhante a realizada para
a saponina padrao. Depois de obtidos
os |IE para cada amostra, esse foi multi-
plicado pelo fator de corregédo da curva
de saponina padrdo, obtendo-se o

quantitativo de saponina (mg) por g de
amostra vegetal avaliada. Nas amos-
tras das nove gramineas também foi
determinada a quantidade de matéria
seca (MS), submetendo duas amostras
de 1 g de cada amostra vegetal a estufa
de secagem a 105 °C, por 24h, pesando
o cadinho antes e ap6s a dessecacéo.

Resultados

A tabela 1 apresenta a absorbancia
das solugdes de saponina padrao co-
mercial a 284 nm ao longo do tempo.
Esse achado mostra a estabilidade da
curva e do ensaio para mensuragao da
quantidade de saponina.

As equacbes que melhor represen-
taram a tendéncia para as diluicdes de
saponina obterem 1 cm de altura de es-
puma foram as equagbes exponenciais
(Figura 1).

Tabela 1. Absorbancia (284 nm) de solu¢des de saponina padrao comercial ao longo do tempo.

Absorbancia a 284 nm

Solug_éo
saponina
0,08 mg/mL 0,100 0,03 0,094 0,100 0,100 0,106 0,106
0,12 mg/mL 0,145 0,53 01145 0,152 0,151 0,156 0,156
0,16 mg/mL 0196 0203 01196 0202 0201 0208 0,208
0,20 mg/mL 0250 0256 0252 0257 0257 0264 0,264
0,28 mg/mL 0351 035 0350 0356 035 0365 0,365
f\nfg’zze gt;f(‘)’e' 037+ ) 080+  1,00%
0,00 C 001B  0,02A
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Figura 1. Correlagdo entre a altura de espuma (cm) e o volume de solugdo (mL) utilizada em
cada diluicdo das concentragdes de saponina padrao trabalhadas: A: 0,08 mg/mL; B: 0,12 mg/
mL; C: 0,16 mg/mL; D: 0,20 mg/mL; E: 0,28 mg/mL.

Considerando, entéo, que x é igual a
1 (cm), aplicando-se nas equacgdes da
figura 1, obtém-se o valor da diluicao
necessaria para gerar uma espuma com
1 cm de altura, também conhecido como
IE. Fazendo a correlagao desses IEs
com suas respectivas concentragbes
de saponina nas solugdes avaliadas,
obtém-se uma reta que ao passar pela
origem gera uma equagao em que y=ax,
sendo “y” a concentragdo de saponina
em mg/mL e “x” a diluigdo capaz de ge-
rar 1 cm de espuma nas varias diluicbes
utilizadas. Sendo “a” o fator de correcao
da reta, na saponina comercial, a con-
centragao capaz de gerar uma altura de
espuma de 1 cm é exatamente igual a
“a”, pois sendo “x=1", “y” sera igual a
0,0006 mg/mL (Figura 2).

0,3
y = 0,0006x .
Rz = 0,9985

0,25

7

0,05

0 100 200 300 400 500
indice de Espuma (IE)

Figura 2. Correlagédo entre o indice de
espuma (IE) e as concentragdes de saponina
padréo (mg/mL) avaliadas. Fator de corregéo
da reta igual a 0,0006.



Assim como realizado para a sapo-
nina padrao, a altura de espuma (cm)
foi correlacionada com o volume (mL)
de solugdo utilizada em cada diluicdo
das nove amostras vegetais avaliadas
(Figura 3). A equagao que melhor expli-
cou essa correlagéo foi também a equa-

¢ao exponencial.
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Considerando, entdo, que x é igual
a 1 (cm), aplicando-se esse valor nas
equacoes da figura 3, obtém-se o valor
da diluicdo necessaria para gerar uma
espuma com 1 cm de altura para cada
amostra vegetal,

também conhecido
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Figura 3. Correlacéo entre a altura de espuma (cm) e o volume de solugao (mL) utilizada em
cada diluicdo das nove amostras vegetais avaliadas.



Recomendacodes para
expressar a quantidade
de saponina em
amostras vegetais

Os resultados podem ser expres-
sos em IE. Lembrar que foram utiliza-
das 5 g de material vegetal e ndo 1 g
como preconizado pela Farmacopeia
Brasileira (2019). Essa quantidade de
5 g foi utilizada para que as leituras de
diluigdo necessarias para gerarem 1 cm
de espuma ficassem dentro da equagao
da reta obtida com a saponina padréo.
Dessa forma, no caso do experimento
apresentado aqui, para expressar o va-
lor em IE é preciso primeiro dividir por 5
o valor de IE apresentado na tabela 2.

Multiplicando-se esse IE para 5 g
pelo fator de corre¢cdo (0,0006) obtido
na figura 2, ttm-se as concentragdes
de saponina (mg/mL) de cada amostra
necessaria para gerar 1 cm de altura de
espuma (Tabela 2).

Para transformar o resultado em
mg/g de folha, como foram utilizados
5 g de amostra para cada 100 mL de
solugao de extragdo, primeiramente
multiplica-se o valor de mg/mL por 100,
assim tera o valor total de saponina na
amostra, depois se divide esse valor
total por 5 e obtém-se mg/g de folha
(Tabela 2).

Para transformar esse valor em g de
saponina/g de folha, divide-se por 1000
(Tabela 2).

Agora, caso queira representar esse
valor em % de saponina por grama de
folha (%/g de folha), é s6 multiplicar g de
saponinal/g de folha por 100 (Tabela 2).

Outra maneira de expressar o re-
sultado é com base na matéria seca
(MS), assim basta multiplicar o valor de
saponina em mg/g de folha pela MS e
obter mg/g de MS, se quiser expressar
em % de MS, multiplica saponina em
mg/g de MS por 100 e divide por 1000
(Tabela 2).

Tabela 2. Diversas formas de expressar os resultados da concentra¢do de saponina: IE, mg/mL,
mg/g de folha, g/g de folha, %/g de folha ou mg/g de MS.

[(mg/mL*100
mL)/5g] mg/g
folha

(IE*0,0006)
mg/mL

(mg/g/1000) (g/g*100)

ol RS A 2 glg folha  %lg folha

MS® mg/gMS % MS

A 160,35 0,096 1,924 0,0019 0,19 93,32 1,796  0,1796
B 284,15 0,170 3,410 0,0034 0,34 92,5 3,154  0,3154
C 326,01 0,196 3,912 0,0039 0,39 92,24 3,609 0,3609

Continua...



Tabela 2. Continuagéo.

Amostras IE p/ 5g° (Iig’;)ngge) IE'(IT)%Z]Lr::go/g

folha
D 254,55 0,153 3,055
E 207,29 0,124 2,487
F 207,94 0,125 2,495
G 132,24 0,079 1,587
H 203,61 0,122 2,443
I 206,08 0,124 2,473

(mg/g/1000) (g/g*100)

g/g folha  %lg folha L IEELLS Hali
0,0031 0,31 93,66 2,861 0,2861
0,0025 0,25 93,83 2,334 0,2334
0,0025 0,25 94,28 2,353 0,2353
0,0016 0,16 94,14 1,494  0,1494
0,0024 0,24 9468 2,313 0,2313
0,0025 0,25 91,29 2,258 0,2258

20 indice de espuma(lE) aqui apresentado esta expresso para 5 g de material vegetal, pois o uso de 1 g deixaria as
leituras de |E fora da equagéo da reta obtida para as diluigdes da saponina padrédo. Caso queira expressar o resultado em

|E é preciso dividir esses valores de |E aqui apresentados por 5.

® MS- massa seca.

Valores acima de 1% MS sé&o consi-
derados toxicos para ovinos (Riet-Correa
et al., 2011). As amostras vegetais ava-
liadas estavam bem abaixo desse valor
(Tabela 2).

Os resultados mostram ser eficiente
correlacionar o indice de espuma com
concentragdes conhecidas de saponina
padrdo para quantificar a concentracao
de saponina (mg/mL) em amostras ve-
getais e expressa-la de varias maneiras,
de forma a proporcionar comparagoes
com os dados na literatura.
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