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RESUMO

As saponinas da quinua (Chenopodium gquinoa, Willd.; varieda
de Kancolla) foram submetidds a um estudo que compreendeu extragao,
detecgao, purificacgao parcial, hidrdlise e determinagao do acido
oleandlico nas suas sapogeninas.

Dos varios processos de extragao testados, foi selecionado
um que consiste de duas etapas: extragao das sementes desengordura
das, primeiro com gradiente de etanol-butanol-agua e depois com
agua a pH 4 sendo este extrato aquoso, posteriormente, submetido a
particao com butanol. Tal processo forneceu 5,53% de extrato bruto
de saponinas.

A presenga de saponinas numa série de extratos foi verifica
da mediante os sequintes métodos: medigao da espuma (afrosimetria),
hemolise in vitro e camadavdelgada, usando os reagentes Lieber
mann-Burchard, sangue-gelatina e outros. Embora alguns destes mé
todos sejam de emprego comum na determinagao industrial das saponi
nas da quinua, os nossos resultados indicaram que, como critério
Gnico, tais testes sao inapropriados para determinagoes quantitati
vas ou ainda qualitativas, devido a sua inespecificidade.

O extrato de maior teor de saponosideos (P28) foi semi-puri
ficado em coluna de silica gel com o solvente clorofdérmio-metanol-
-agua (65:35:8), obtendo-se, pelos menos, uma fragao representati
va das saponinas na base dos resultados da cromatografia em camada

delgada. Tanto o extrato P28 como as suas fragoes semi-purificadas

xiv



foram submetidos a4 hidrdlise com dcido sulflirico em dioxano a 50%
para posterior estudo das sapogeninas.

Separagao gas-cromatografica dos derivados trimetilsilila-
dos dos produtos menos polares da hidrb6lise indicou que as saponi
nas da quinua Kancolla podem conter até dez sapogeninas, sendo que
o acido oleandlico perfaz 79,5% (estimativa obtida por normaliza
¢ao interna) das deninas presentes no extrato P28'

Conclui-se que, dentro das limitagOes do método cromatogra
fico, as saponinas desta variedade de quinua poderiam ser classifi
cadas como triterpendides, sendo que o conteddo de dcido oleandli
co dos extratos teria possivel aplicagao na dosagem de saponinas

da quinua e seus produtos.
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SUMMARY

For the present study, the saponins of quinua (Chenopodium

quinua, Willd.; Kancolla variety) grains were extracted, subjected
to various detection tests, partly purifiéd, hydrolyzed and
assessed with regard to the oleanolic acid content.

From the several methods of extraction tested, one was
selected which included: first a step-wise reflux operation with
mixtures of ethanol-n-butanol-water, and then water extraction at
pH 4 followed by partition of the latter solution with n-butanol.
Such process afforded a yeld of crude extract of 5,53%.

The presence of saponins in all extracts was monitored by
using methods such as foam measurement, (n-vitro hemolytic power,
as well as by thin-layer chromatography in conjunction with the
Liebermann-Burchard and blood-gelatin indicators. Although most
of these procedures are often employed in the determination of
quinua saponis by industry, res%lts suggest that on an individual
bases, such tests are not adequéte for quantitative or even
qualitative determinations due ﬁo the lack of specificity.

The extract exhibiﬁing the most saponin character (P28)
was partly purified on a silica-gel column using a mixture of
chloroform-methanol-water (65:35:8) as eluent. The extract itself
and several of the semi-purified fractions were hydrolyzed with
sulfuric acid in 50% dioxane for fhrther study of the consti
tuting sapogenins.

Gas—-chromatographic separations of the trimethylsilylated ¢
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less-polar products of the hydrolysis reaction on P28 indicated

that the Kancolla quinua saponins may contain as many as ten
different sapogenins. By internal normalization of the chromatograms,
oleanolic acid was estimated to be 79.5% of the total genins in

this extract.

Within the limitations inherent to the chromatographic
method, it was concluded that the saponins of this quinua
variety could be classified as of the triterpene type.

Moreover, direct determination by gas-liquid chromato-
graphy of the oleanolic acid or, alternatively, of the total
sapogenin content could be used as an indicator of the saponin

level in quinua and its products.
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1. INTRODUCAO

Por séculos, a quinua (Chenopodium quinoca, Willd.) tem si

do aproveitada pelo habitante dos Andes tanto por sua qualidade nu
tricional como pelo fato da planta crescer sob condigoes de tempe
ratura e umidade excepcionalmente baixas. Hoje, sabe-~-se que a pro
teina desta semente possuil propriedades nutritivas excelentes, sen
do sua qualidade superior & da maioria das leguminosas e cereais
consumidos pelo homem.

A utilizaqéo da quinua em grande escala porém, esta limita
da principalmente pela presenga de substancias naturais chamadas
saponinas que sao consideradas prejudiciais, em virtude do caracte
ristico sabor amargo que conferem ao grao além de serem apontadas
como compostos antinutricionais.

Desde a época pré-incaica, o processamento da quinua foi
iniciado com uma lavagem de cerca de 48 horas para remogao do sa-
bor amargo. Atualmente, existe um grande interesse no desenvolvi
mento de novas técnicas de processamento que exigem um método con
fiavel e rapido, ainda inexistente, para o controle desses compos
tos.

As saponinas, compostos largamente distribuidos no reino
vegetal, estao classificadas em triterpénicas e esteroidais, depen
dendo do fato de a parte hidrofobica da molécula ser um acido tri
terpénico ou um acido esteroidal.

Os objetivos deste trabalho foram:

1. Avaliar os métodos existentes para determinar saponinas



na quinua, variedade Kancolla;
2, Extrair e purificar parcialmente as saponias, e
3. Selecionar um procedimento gas-cromatografico de possi

vel aplicagao na dosagem de saponinas da quinua.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. A QUINUA
2.1.1. Classificagao Botanica

Sua classificagao botanica apareceu pela primeira vez em

1798 em "Species Plantarum”" como Chenopodium quinoa Willd. (141);

classificagao feita por Luis Christian Willdenow (98) sobre mate

rial procedente do Chile (141).

Pertence ao género Chenopodium que inclui aproximadamente
sessenta espécies (65). E uma planta herbacea, anual, de mais de
um metro de altura, cuja cor pode variar desde o verde até o purpu
ra, de folhas alternadas e pecioladas. A inflorescéncia €& uma espi

ga de flores hermafroditas (98).

0 fruto & um aquénio composto de graos discéides, pequenos,
esbranquicados, de 2 a 2,5 mm de diametro com embriao anular de
1,2 a 1,6 mm de largura (98, 90). Fazendo-se um corte transversal
do fruto pode-se observar, entre outros, um esporito jovem e par

cialmente desenvolvido com a presenga de dois cotilédones (34).

Esta planta pode ser encontrada em regioes que abrangem des
de o Canada até o sul do Chile, tomando nomes diferentes como qui
noa ou quinua no Peru, Argentina, Bolivia e Chile; na Colombia é
conhecido como suba (65) e, no Brasil, como arroz miudo do Peru

(92).



2.1.2. Dados Agronomicos

A quinua €& uma cultura que faz pafte do ecossistema andino
e por isso & cultivado pelos camponeses das altas regioes dos An
des desde a época do Império Inca (19). Mas n3o deixa de se adap
tar a outras altitudes e latitudes; assim amostras provenientes
da Bolivia foram semeadas pelo Institutb Agronomico de Campinas,
S.P, Brasil, com crescimento e produgao satisfatorias (62, 113);
amostras procedentes do Peru cresceram com muito sucesso no Quénia,
Africa (39). Na Alemanha, a quinua é cultivada como planta alimen
ticia (86).

E uma espécie que resiste bem is secas, dando bons rendimen
tos com apenas 300 mm de precipitagao anual; adapta-se muito bem a
diversos solos, preferindo os ricos em limo, potassio e magnésio
(36) .

Entre as principais vantagens agrondomicas pelas quais a
quinua & de interesse econdmico estd o fato de ela crescer e apre
sentar excelente produgao em solos considerados inaproveitaveis pa
ra o trigo (65), representando uma grande esperanga em termos sé
cio-econdmicos para os povos que a produzem (8).

Sua cultura tem maior expressao no "altiplano" de Puno, Pe
ru (65, 133, 114); apesar de ter apresentado uma diminuigao de
hectares cultivados de 16.370 para 15.000 em 1976, sua produgao
nessa regiao passou de 7.307 T.M. em 1970 para 8.065 T.M. em 1976
com tecnologia média tradicional, com um rendimento de 500-1000
kg/ha, tendo um investimento global de 12.159,22 soles/ha no perIg

do 76-77 (114).



Apesar de, na atualidade, se conhecerem mais de quarenta va
riedades de quinua (8), as mais difundidas por seu rendimento e

cultura, sequndo Mujica (94), sao:

Sajama: de origem boliviana, de ciclo vegetativo precoce
(cento e cinquenta dias), de alto rendimento, grao
branco e grande, relativamente livre de saponina 80

luvel.

Kancolla: de origem peruana (Puno), de ciclo vegetativo lon
go, grao branco e médio, com alto teor de saponina

solavel, considerada a variedade de maior cultivo.

Blanca de Juli: de origem peruana (Puno), de periodo semi-

longo e bom rendimento, com pouca saponina solavel.

Chewca: de origem peruana (Puno), com rendimento regular e

quase nenhum teor de saponina solidvel.

Witulla: de origem peruana (Puno), periodo vegetativo longo,
com rendimento regular e alto teor de saponina sold

vel.

2.1.3. Propriedades Nutricionais

Das andlises de dezoito linhagens de quinua, estabeleceu-se
que o contelido protéico pode variar de 10,85 a 19,25% e que o va
lor caldrico médio para a farinha integral & de 350 cal/100 g, sen
do que o amido se concentra no perisperma do grao, embora, na maio
ria dos cereais, esteja localizado no endosperma (18).

O conteldo de vitaminas da semente & comparavel ao dos ver



dadeiros cereais; por exemplo, possui 9,6 mg/100 g de niacina (36)
alto conteido de vitamina E (16) e pequena quantidade de vitamina
C, a qual provavelmente sofre oxidagoes durante o perfodo de arma
zenamento (16).

Existem muitos trabalhos que fornecem a composigao do grao

da quinua. Entre esses pPodemos citar a proposta de Wu (150) :

Umidade 11.0%
Proteina (N x 6,25) 12,3 g/100g de porgao
comestivel
Gorduras 6,1 " "
Hidratos de carbono 67,7 " "
Fibra 4,6 " "
Cinzas 2,9 " "
Calcio 112 mg/ "
Fésforo 286 mg/ " "
Ferro 7,5 ug/ " "
Tiamina 0,36mg/ " "
Riboflavina 0,42 " "
Acido ascérbico 3,00 " "

A quinua possui alto valor nutritivo que se deve ao fato de
ela armazenar 70 a 80% de nitrogénio no embrido, &rgio que possui
as proteinas de maior valor bioldgico do grao, enquanto que o tri
go contém de 2 a 4% do nitrogénio total da semente no embriao (18).

O valor nutritivo da protefna da quinua depende do tratamen

to ou preparo do grao. Assim o valor de PER da proteina de quinua



Sajama lavada, crua, foi 29% inferior ao da caseina enquanto que,
apds a cocgao, o peso ganho dos animais que a consumiram aumentou
100% e o valor de PER foi igual ao da caseina (87).

Os aminoacidos essenciais compreendem 37% da proteina total
(143). Em virtudebde sua composig¢ao quimica geral, de seu perfil
de aminoacidos essenciais (146, 29) e de seu valor bioldgico no
crescimento de ratos, a proteina da quinua foi favoravelmente com
parada a do leite desnatado (146, 90) levando vantagem sobre a pro
teina do trigo (143, 29).

Comparando-se a quantidade dos aminodcidos da protefina da
quinua com a de quatro cereais e a de cinco proteinas animais, quan
to a porcentagem de suas proteinas (19), conclui-se que a proteina
da quinua fornece todos os aminodcidos essenciais para o crescimen
to, apresentando um bom balango que se aproxima muito do ovo. Atra
vés das provas que se efetuaram em, ratas, frangos, porcos, coelhos,
perus e duas espécies de ruminantes (nao citadas pelo autor), cons
tatou-se que a quinua apresentou uma eficiéncia maior ou igual a
do leite, porém inferior & da farinha de sanque (ver tabela 1).

Estes resultados estao de acordo com os de outros autores
(3, 143, 146).

Para que a proteina da quinua alcance o miaximo valor biold
gico, €& necessario antes lavar o grao, retirando dessa forma alqu
mas substancias consideradas antinutricionais. Assim, no caso de
quinua lavada, os valores de PER e NEG em ratos foram respectiva
mente 29 e 40% maiores, com um peso ganho 100% maior do que no da
quinua nao lavada (87). A quinua ja foi utilizada para complemen

tagao de outras farinhas com bons resultados. Por exemplo, uma mis
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tura de 40% de quinua e 60% de Lupinus Mutabilis forneceu um PER
superior ao da caseina (65), assim como uma mistura de 20% de qui-
nua e 80% de trigo melhora o valor de PER do trigo em 72% (87).

Nos paises onde é cultivada, a quinua €& utilizada como su
cedaneo do trigo e seu uso mais comum é o de extensor na elabora
¢ao dos produtos tradicionais de trigo, sendo necessaria uma lava
gem prévia com agua de cal para retirar o sabor amargo (90).

Cabe ressaltar que os trabalhos feitos em frangos (99),fran
gos e porcos (20), nos quais se verificou que a quinua sem lavagem
ou mal lavada apresentava grandes desvantagens.no crescimento, nao
provaram que O agente causador da redugao de peso e até da morte
de alguns dos animais fosse as saponinas, embora os autores te

nham mencionado tal implicagao.

2.1.4. Aspectos Tecnoldgicos
2.1.4.1. Usos

Embora algumas das dificuldades tecnolégicas na industriali
zagao da quinua nao tenham sido ainda superadas, seu emprego a ni
vel doméstico e semi-industrial & muito versatil, podendo ser em
pregada em combinaqéo com carne, peixe, doces, pastas (65), ou sim
plesmente como cereal (21).

Entre os produtos ja elaborados e testados a nivel de indis
tria média, pode-se mencionar: "o creme de quinua"”, produto da qui
nua lavada, torrada e moida que, com o tempo de estocagem, reapre
sentou sabor amargo (8), o "instant postum”, obtido da farinha de

quinua lavada e mel de abelha usado como substituto do cafée (29) e




a "peruvita", outro produto em base de farinha de quinua lavada,
que por seu sabor amargo nao teve sucesso (8). Na Bolivia o gover
no ja autorizou uma suplementagao da farinha de trigo com 5% de fa
rinha de quinua (31) para a fabricagao de pao.

A farinha de quinua tem sido testada numa grande variedade
de aplicagdes em laboratdrio e a nivel de planta piloto, tais como
na fabricagao de massas alimenticias e bolachas em misturas de ate
70% (88, 111). Um produto de boas propriedades funcionais obtido

por extrusao e expansao de quinua lavada ja foi reportado (115).

2.1.4.2. Eliminagao das saponinas

Um dos grandes obstidculos & maior utilizag@o da quinua é a
presenga de saponinas, que exige a aplicagao de uma tecnologia re
lativamente custosa, o que por sua vez, promove O encarecimento do
produto (8). Também entre os fatores que contribuem para esse len
to desenvolvimento e o altd custo dos produtos esta o tamanho pe
queno do grao e a variabilidade na sua consisténcia. As saponinas
podem ser encontradas no pericarpo do qual devem ser tiradas. Ao
serem agitadas em agua, surge grande quantidade de espuma, sendo
que a eliminagdo da saponina deve ser um processo suficientemente
rapido para evitar a sua difusao dentro do endosperma; os equipa
mentos s3o inexistentes e as tecnologias existentes nao sao funcip
nais e aplicaveis (65).

Nao se demonstrou ainda que o gosto amargo das quinuas é
causado pela presenga das saponinas (86, 54); entretanto assinalou

~se que as variedades amargas contém teores mais elevados (3,4
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até 3,9%), enquanto que as variedades denominadas “"doces" possuem
niveis bem baixos, nao determinados, de saponinas (98).

Existe informagao de que, em 1919, conseguiu-se o isolamen
to das saponinas adcidas e neutras da quinua (53), mas ainda nao
foi publicada nenhuma confirmagao desse fato.

Seqgundo alguns autores (110, 132), os metodos mais usados
na remogao das saponinas e do sabor amargo sao a lavagem do grao
com &gua, ou entdo com dgua e cal. Uma outra alternativa & lavar o
grao com agua a 70°C, com agitagdo concomitante, o que podera eli-
minar as saponinas detectaveis por afrosimetria (134). Sabe-se tam
bém que as saponinas nao sao removidas pela simples extragao dos
graos de quinua com &éter etilico, etanol, adcido cloridrico diluido
ou bicarbonato de sodio a 5% (86).

Para fins industriais, as saponinas e/ou sabor amargo sao
minimizados mediante varios processos, os quais basicamente in-
cluem uma escarificagao efetuada, seja antes ou depois de lavagem
do grao (8, 12, 43).

Além disso, tém-se empregado algumas técnicas de moagem e
até de melhoramento genético (100) para redugao do teor das saponi

nas.
2.2. AS SAPONINAS

2.2.1. Conceitos Gerais

As saponinas ou sapondsidos sao glicdsidos que pertencem ao
grupo dos heterdsidos. Seu nome provém do latim "sapon" (37) em

virtude destes compostos formarem espuma abundante semelhante ao
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éabio quando agitados em solugdes aquosas (42). Sao produtos natu
rais amplamente distribuidos (11), principalmente no reino vege
tal; assim tem-se reportado pelo menos quinhentos géneros de plan
tas (142) e alguns generos do reino animal que também as possuem
(104).

A biossintese das saponinas recebeu consideravel atengao,

chegando-se a postular como via mais provavel a seguinte (11):
CH4CO,H ACIDO ACETICO (C))

l

®
HOHzc COzH

!

ACIDO MEVALONICO (Cg)

FARNESIL PIROFOSFATO (Cqg5)

ESQUALENO (C30>

HO HO

TRITERPENOIDES (CSO) ESTEROIDES (027)
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Alguns dos vegetais que contribuem para a dieta alimentar
contém saponinas; entre os mais comuns temos: espinafre, beterraba,
soja, alfafa, aspargos, tomates, batatas, cha, (68, 11). As saponi
nas aparecem também em plantas de uso médicinal, ornamental e ou

tras (11).

2.2.2. Composigao quimica e classificagao

A hidrolise das saponinas conduz a seus respectivos compo
nentes, demonstrando ser heterdsidos de cadeias glicidicas forma
das por pentoses e hexoses (arabinose, xilose, raminose, metila
pentoses, glicose, galactose, frutose, mais frequentemente) e, pos
sivelmente, certos acidos urdnicos (glucurdonico e galacturdonico em
particular). As vezes, algumas de suas fungoes hidroxilas podem
ser encontradas esterificadas por acidos alifaticos como formico,
acético e tiglico (42); a outra parte do heterdsido & conhecida co
mo a aglicona ou sapogenina (11).

Na quimica das saponinas uma das partes de maior interesse
€ a andlise das sapogeninas, embora sua liberagao geralmente re-
queira condigoes drasticas como hidr6lise acida ou alcalina, com
aquecimento por varias horas, podendo originar produtos de degra
dagao das saponinas ou heterdsidos intermediarios como pro-sapoge
ninas (153, 42). Portanto, para obter produtos genulnos da hidréll
se, as vezes & recomendavel o uso de saponases (56, 22) ou glicosi
dase (73), ou de métodos microbioldgicos (153).

Para o esclarecimento da estrutura de uma sapogenina geral
mente se usam os métodos de redugao com selénio ou enxofre e aque

cimento a 320°C (42) . Os produtos resultantes destes tratamentos
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foram identificados como 3'-metil-1,2-ciclopentenofenantreno ou o
1,2,7-trimetil naftaleno, (42). Baseando-se nestes compostos é que
se classificam as sapogeninas em esteroidais (derivados do ciclo
pentano fenantreno), e triterpénicas (derivado trimetil naftaleno
ou sapotaleno) e, por sua vez, as saponinas que OS contém, em este
roidais e triterpénicas (1, 10).

As sapogeninas esteroidais possuem um esqueleto espirocetal
com 27 atomos de carbono e uma estrutura geral do espirostano (42)

como o da Digitogenina (147):

e se a hidroxila da posiqéo,3 se esterifica com carboidratos, tem-—

se a saponina Digitonina (147):
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As saponinas triterpénicas possuem um esqueleto de anéis de
trinta atomos de carbono, geralmente pentaciclicos, podendo-se en
contrar até em quatro séries deles: a) série do oleanano (B-amiri
na), b) série do ursano (a-amirina), c) série do lupano ou hopano
"e d) outros tipos de esqueletos (135). Uma das sapogeninas mais en

contradas e que faz parte da primeira série & o acido oleandlico

(42) :

Me\eMQ

Me COH

2 2

Me
HO” D%,
Me Me |
|
Existem duas revisdes sobre saponinas triterpénicas que

abrangem a bibliografia existente até 1974 (1, 10).
A estrutura de uma saponina triterpénica pode ser simples co

mo no caso da saponina do E. bromelifolium D. (58):

ou complexa, como no caso de uma sapogenina do tipo acido acacico,

proveniente da samanina (145):
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No reino vegetal as saponinas encontram-se distribuidas de
tal forma que as esteroidais estao associadas com as plantas mono

cotileddoneas e as triterpénicas com as dicotiledoneas (37,68,142).

2.2.3. Propriedades
2.2.3.1. Fisicas

Estes heterdsidos se caracterizam por um conjunto de pro
priedades fisicas. Assim, podem ser sGlidos, brancos ou amarelados,
geralmente amorfos; sua cristalizagdo € muito dificil, podem ser
dispersos na agua e formam pseudo-solugoes dificilmente dialisa-
veis~(42).

As propriedades tais como poder emulsionante, capacidade de
formagdao de espuma em solugoes aquosas, permeabilidade das membra
nas, sao devidas a alta tensdo superficial de suas solugoes aquo
sas. A solubilidade destes compostos aumenta em solugoes diluidas
de alcoois (etilico, metilico, butilico), particularmente quando

sao aquecidos (42).
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2.2.3.2. Quimicas

Em 1911 foi apresentada uma série de reagentes que poderiam
reagir com estes compostos, mas nao de uma forma especifica (112).
As saponinas podem ser parcialmente precipitadas em solugoes de
hidrdxido de bario, hidrdxido de magnésio, acetato basico e neutro
de chumbo, ou serem saturadas com solugoes aquosas de sais como
cloreto de sddio, sulfato de amonia e sulfato de magnésio (42).

As caracteristicas que tém sido estudadas do ponto de vista
quimico e fisico-quimico sdo as lipofilicas, as hidrofi{licas tenso
-ativas, a capacidade de migragao em diferentes meios, a combina
cdo com esterdides (colesterol), sdo atribuidas, de forma geral, a
combinagao da sapogenina, ao conteiido de carboidratos presentes na

molécula e as moléculas do substrato (11).

2.2.3.3. Bioldgicas

Em virtude de sua agao como detergentes e emulsificantes,
estes compostos possuem atividade emolisante, sao altamente téxi
cos para peixes e animais aanbios e produzem o temperanismo dos
ruminantes (11). Outros autores ja mencionaram que as saponinas tem

propriedades antiinflamatdrias (82), antibidticas (120, 149), anti

neoplasticas (108, 109) cardioestimulantes (125), anticoncepcionais

(25, 28), estimulantes e inibidoras do crescimento (11, 24, l40,
138) e antinutricionais (26, 145, 148, 12). Mas a veracidade delas
ainda deve ser testada.

A atividade hemolitica das saponinas da soja nao e afetada

pela autoclavagem a 15 lbs de pressao por 20 minutos (12). As sapo
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pinas do P. ginseng inibem a oxidagao dos acidos graxos e estimu

lam a formagao de lipideos no figado e no tecido adiposo, atuando
na transferéncia dos acidos graxos por todo o organismo do rato

(64) .

2.2.4. Metodos de Dosagem
2.2.4.1. Fisicos

Birck (l1) descreve amplamente os métodos empregados para a
dosagem das saponinas quali ou quantitativamente, fazendo uso das
propriedades tanto fisicas como quimicas ou bioldgicas.

Cabe mencionar que a produgaoc de espuma (77) estd entre as
propriedades mais comumente empregadas para detectar as saponinas,
mas o método estad sujeito a consideraveis fontes de erro, tais co
mo: a umidade relativa do meio, o tempo da passagem do ar para for
mar a espuma, tempo da solugao (122), assim como a interferencia
de outros compostos que também produzem espuma.

Os métodos espectrofotométricos sao pouco usados, ja que po
dem ser afetados pela presenga de agicares na solugao (67); enquan
to que os métodos de cromatografia em papel (119) e em camada del
gada (2, 6, 123) sao muito empregados, assim como a eletroforese

(85).

2.2.4.2. Quimicos

Em 1929 foi descrito um método de muito sucesso para a de
tectagao das saponinas por meio da cromatografia em papel, com

revelagao mediante o reagente de sangue-gelatina (78), que ate
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hoje & usado amplamente (l). Mesmo assim os métodos de maior acei
tagao sao os de cromatografia em fase gasosa dos derivados trime
til sililados das saponinas (80, 118, 97, 44, 75, 48, 61, 23), ou
dos derivados metilados das mesmas (106, 70). Neste sentido tem-se
afirmado, inclusive, que o valor de agua a 220°% pode servir como
fase movel, sem ter que derivar as sapogeninas (80).

Entre os reagentes de sililagao que tém bom resultado esta
o N,0-Bis (trimetilsilil) trifluoroacetamida (BSTFA), pela volati
lidade de seu produto de reagao e menor depdosito de SiO2 no detec
tor de ionizacao de chama, o que tende a minimizar o erro causado
pela perda de sensibilidade do detector (129). Este reagente, co
mo todo reagente sililante, deve ser usado em condigdes anidras

porque é sensivel a agua, podendo ser degradado da seguinte forma:

0—S{({M,) OH
/7 'Y /
AL 3 _Ho o Fe—€_ + HOSLMe,
BSTFA
o
b of
HOS;
x SiMe
F,C—C
37 ONH,

Trifluoro Acetamida

19




No entanto também sao usados alquns métodos colorimétricos
para detectar as saponinas, como o que utilizava o pentacloreto
de antiménio sofre um filtro Millipore através do qual foi previa
mente filtrada uma solugao com sapdninas, sendo detectadas, em me
nos de dois minutos, em torno de 0,3 ppm de saponinas (55). O su
dan III, dissolvido em alcool benéilico ou toluol, também foi usa
do para detectar saponinas, mas esse nao parece ser um método de
muito sucesso, ja que seu proprio autor prefere o tradicional méto
do hemolitico (145). Outro método colorimétrico que emprega o pen
tacloreto de antimonio é o de Siro, cuja reagao ocorre em meio aci
do, sendo que existem restrigoes quanto 3 naturezas das saponinas
que reagem (72). A hemdlise causada por saponinas foi testada es
pectrofotometricamente, dando-se curvas de absorgao que obedecem i
lei de Beer (63). Outro método colorimétrico ainda usado estd ba
seado na reagao de condensagdo das saponinas em acido sulfiirico
concentrado (96, 49, 57).

Existem varios métodos gravimétricos e mesmo infra-verme
lhos aplicados nos derivados acetilados das saponinas ou sapogeni
nas que sao de alguma utilidade, sendo necessiria, porém, uma se
mipurificagao prévia (144).

Os glicosideos, a outra parte do heterdsido, podem tambem
ser determinados por diversos métodos, inclusive a cromatografia
gasosa dos derivados trimetilsililados (5, 130) e servir para a do

sagem das saponinas.

2.2.4.3. Bioldgicas

Entre as propriedades biolégicas aproveitaveis, além da
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toxicidade para peixes e anfibios, estd a propriedade de hemolizar
as hemacias, a qual vem sendo usada desde a publicagao do meéetodo
em 1922 (77, 11), tanto para a determinagao quali, como para a de
terminagao quantitativa das saponinas (1, 10, 11, 124).

Além disso tem-se empregado a propriedade que estes compos
tos possuem de inibir o crescimento de bactéerias ou fungos como a

Trichderma virides na sua determinagao quantitativa (17, 84).

2.2.5. Métodos de extragao e purificagao
2.2.5.1. Fisicos

O isolamento e purificaq&o constituem um dos problemas mais
dificeis a serem resolvidos no estudo das saponinas pela dificulda
de de se separar Os glicideos, taninos, materiais corantes e ou
tros que sao extraldos simultaneamente com elas (42).

A maioria das técnicas reportadas para a extragio baseiam-
se nas propriedades de solubilidade e polaridade, razao pela qual
se empregam solventes polares, como é o caso do sistema etanol +
agua em diferentes proporgdes (37, 6, 10). A solubilidade destes
compostos aumenta com a temperatura; assim, a extragao a quente
sobre percolagao continua tipo soxhlet (37), o refluxo (42), a des
tilagao com vapor de agua, a lavagem direta do grao com agua a 70°
(134) e os gradientes de etanol-l-butanol-agua (106, 131) sempre
deram bons resultados.

Como técnicas de extragdo e purificagao tém-se reportado a
de cristalizaqéo (38), a da colheita da espuma (95); assim como

as separaqaes por cromatografia (1, 10, 11, 101, 102); por eletro
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flotagao (71) e por adsorgao em carvao ativo (79, 142, 93). Final
mente sio também conhecidas as partigoes com solventes aquosos e
o0 abaixamento cohcomitante do pH até 4 ou 5, seguido da extragao

das saponinas triterpénicas com l-butanol (11, 144).

2.2.5.2. Quimicos

Depois da extragao, uma técnica comum de purificagao & a
precipitagao com éter etilico (9, 137), ou entao a passagem atra
vés de colunas de carvao ativo ou de resinas de troca ionica (14,
126).

Existem outras técnicas que estao baseadas na transformagao
das saponinas. Entre as mais usadas estd a da precipitacao das sa
poninas na forma de derivados acetilados, ou da co-precipitacgao
com tanino (37). Uma pratica muito empregada para minimizar as in
conveniéncias da purificagao das saponinas, consiste primeiro na
obtengao de um extrato bruto com solventes organicos, depois numa
cromatografia de adsorgao e, finalmente, na partigao de seus deri
vados (37, 13, 9); optativamente pode-se fazer primeiro um trata
mento alcalino e, posteriormente, uma derivagao (69).

Outro método ja usado para purificar saponinas, embora so
tenha dado resultados satisfatdOrios para uma minoria delas, esta

baseado na precipitagao do heterdsido com o colesterol (51).

2.2.6. Determinagao das estruturas

Existem duas formas gerais para o esclarecimento das estru

turas das saponinas: as que tratam de identificd-las como tais me
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diante o emprego de técnicas espectrofotométricas (73, 76,103,50),
cromatograficas em papel e em camada delgada (60), ou as que 1libe
ram as sapogeninas de carboidratos para serem separadamente anali
sadas.

Para a identificagao das sapogeninas ou dos carboidratos
presentes nas porgdes glicos{dicas, ha técnicas que utilizam pro
cedimentos quimicos tradicionais ainda bastante em voga (105); téc
nicas de espectroscopia infravermelha (73, 30), de ressonancia
magnética nuclear do préton (151) e de ressonancia magnética nu
clear do carbono-13 (152, 151). Todavia as técnicas mais comuns
sao as de obter os derivados de trimetil-silila, as metil oximas
ou metil ésteres das sapogeninas e depois submeté-los & analise pe
la cromatografia gasosa associada com a espectroscopia de massa
(15, 23, 41, 52, 121); por exemplo, a trimetilsilil derivatizagao
do acido oleandlico,que & uma sapogenina triterpénica comum, pode

ser (74):

Fois
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Para a identificagao dos carboidratos podem ser empregadas
as técnicas quimicas (5) ou as de gds cromatografia de seus trime

til silil derivados (130).

2.2.7. Utilidade pratica de algumas saponinas

Parece que a maior utilidade destes compostos situa-~se, até
hoje, no campo farmacéutico (65, 89), sendo que em geral as saponi
nas possuem majior atividade que suas respectivas sapogeninas.

As sapogeninas esteroidais tém relevante importadncia na sin
tese de hormonios esteroidais como a progesterona, a desoxicorti
costerona e a testosterona. Algumas sapogeninas como a aesina é
usada diretamente no tratamento da arteroesclerose (11).

Tem-se reportado que as saponinas do género chenopodium po

dem ser usadas na fabricagao de pinturas e detergentes (91).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. FORNECIMENTO E ARMAZENAMENTO DA QUINUA

A quinua (Chenopodium quinoa, Willd.), variedade Kancolla

foi fornecida pelo Instituto de Investigaciones Agro-Industriales,
La Molina, Lima, Peru, no més de Junho de 1977 e correspondeu a
colheita de maio do mesmo ano.

O armazenamento foi feito em cdmara de temperatura controla
da a -20°C, sem nenhum tratamento prévio.

A variedade Kancolla foi escolhida para este estudo em ra

zao de seu alto teor de saponinas, conforme alguns autores (94,

65).

3.2. COMPOSIGAO CENTESIMAL

Para a determinagdo porcentual na caracterizagao da amostra

foram usados métodos recomendados pela AOAC (4):

- Determinagao de umidade método 44-15A
- Determinagao de cinzas 08-01
- Determinacao de gorduras 30-20
- Determinagao de fibras cruas 32-17

Determinagao de proteinas (N x 6,25) utilizando uma mistu
ra de sulfato de potassio e sulfato de cobre (II) e selénio como

catalizador.
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- Determinagao de carboidratos totais, estimados por dife

renga.

3.3. METODOS TENTATIVOS PARA DETERMINACAO QUALITATIVA DAS SAPONINAS

3.3.1. Determinacgao por Afrosimetria ou medida da espuma

Modificagdo do método da referéncia (77).

Procedimento: em uma série de tubos de ensaio (120 x 15mm),
foram colocadas as seguintes amostras ou extratos de quinua para a
determinacao das saponinas: 0,05 g de amostras sdlidas; 0,5 ml de
extrato butandlico (subsequentemente evaporado até a secura em ba
nho-maria a 70°C), 0,5 ml’das solugoes aquosas e 0,5 ml das solu
goes-padrdo (0,1% de saponina branca Merck-SBM e saponina parda
Baker-SPB) .

Acrescentou-se agua destilada até um volume de 5,0 ml para
todas as amostras. Os tubos foram agitados vigorosamente em agita
dor elétrico por 30 segundos. Esse passo foi seguido de um repouso

de 5 minutos e, logo apds, feita a medida da altura da espuma.
3.3.2. Hemblise no tubo e determinagdo espectrofotométrica, modifi
cagao dos métodos propostos nas referéncias (33 e 63).

Solugoes:

- Solugao tampao preparada misturando-se 90 ml de &cido bd
rico 2M com 10 ml de solugao 0,05 M de bdorax e 12,5 % de cloreto
de sodio.

- Sangue humano e de boi. O sangue humano ou de boi foi pre
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servado com solugéo de citrato de sddio é 3,8% numa proporgio de
1,1 ml para cada 10 ml de sangue, sendo o mesmo refrigerado a 5°C
até sua utilizagao.

- SolugOes-padrao, 0,1% de SBM e SPB das quais foram feitas
diluigoes de até 1:100.000 v/v.

Procedimento: A 5,0 ml do sangue com anticoagulante acres
centaram-se 95 ml do tampao e a suspensao foil centrifugada a 1.000
rpm por 5 minutos, desprezando-se o sobrenadante. A lavagem das he
macias com tampao foi repetida mais duas vezes, sendo subsequente
mente suspensas em 100 ml de solugao salina (NaCl 0,85%).

As amostras e padroes foram tomados em agua destilada.

Por outro lado, a cada 2,0 ml da solugao tampao foram acres:
centados 1,0 ml da solugao salina e 1,0 ml da amostra ou padrao da
suspensao das hemacias.

Procedeu-se a uma agitagao vagarosa por 15 segundos a cada
hora, até atingir 5 horas, quando se fez outra centrifugagao a
1.000 rpm por 5 minutos. Levando o sobrenadante as cubetas de 1,0
cm de um espectrofotometro Perkin-Elmer UV-Vis-402,foram registra
dos os espectros ultravioleta-visivel dos padroes, encontrando-se
um midximo de absorgao caracteristico em torno de 570 nm, sendo es
te o comprimento de onda utilizada com A max. para as demais leitu
ras.

Todo o material de vidro e plastico usado para este teste

foi lavado com NaCl ao 0,85% antes de seu uso.

3.3.3. Determinagao colorimetrica, modificagao do método de Liber

mann-Burchard (32).
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Preparagao do reagente: anidrido acético (estocado em gela
deira) e acido sulfurico foram misturados vagarosamente na propor
¢ao de 10:1 respectivamente e a mistura deixada resfriar no balcao,
refrigerando-se até sua utilizacgao.

Procedimento: usaram-se quantidades de 0,01 g de amostras
sdlidas e padroes (SBM e SPB), ou 0,5 ml de amostras l1iguidas as
quais foram evaporadas em banho-maria (70°C) com ajuda de um jato
de ar. Em seguida as amostras foram dissolvidas em 2,0 ml de acido
acético glacial, algumas vezes com ligeiro aquecimento. Foram
acrescentados 4,0 ml do reagente, com posterior agitagao vagarosa
por 15 segundos. Depois de 4 e 24 horas de reagao foram registra
dos seus espectros num espectrofotometro Perkin-Elmer UV-Vis 402,

contra brancos das respectivas amostras.

3.3.4. Determinacao por cromatografia em camada delgada

Método: A preparagao das placas cromatograficas foi feita
segundo a referéncia (128), modificando-se apenas a quantidade de
dgua usada na feitura da massa. Para cinco placas de 20 x 20 cm
com uma espessura de camada de 0,250 mm, pesou-se 30 g de silica
gel G (tipo 60-Merck), acrescentou-se 72 ml de agua destilada e
agitou-se manualmente de 3 a 5 minutos, espalhando-se logo sobre
as placas numa forma uniforme. Depois de secas, as placas foram
ativadas por 1 hora a 110°C e deixadas esfriar na estufa.

Nove sistemas de desenvolvimento foram testados:

I. 1-Butanol: etanol: agua: na proporcao (7:2:4)

II. 1-Butanol: etanol: &agua: na proporgao (l:1l:l)
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III. 1-Butanol: etanol: hidrdxido de amdnio ao 25%; na proporgao
de (7:2:5).

1v. 1-Butanol: piridina: agua: na proporgao (6:4:3)

V. Clorofdrmio: metanol: agua: na proporgao (65:35:8)

VI. Clorofdrmio: etanol: metanol: na proporgao (4:2:1)

VII. Benzeno: acetona: metanol: na proporgao (5:5:1)

VIII. Hexana: clorofdrmio: acetato de etila: na proprogao (5:1:1)

IX. Benzeno: clorofdormio: acetona: na proporgao (4:2:1);

Os seguintes reveladores foram testados:

a) Reagente de Liebermann-Burchard (128). Num becker conten
do 50,0 ml de etanol foram acrescentados, com esfriamento em agua,
5,0 ml de anidrido acético gelado e 5,0 ml de acido sulfurico. A

mistura foi homogeneizada e refrigerada até a sua utilizagao.

b) Solugdo de pentacloreto de antiménio em cloroformio, 10,0

$ w/v; solugao de preparo recente para sua utilizagao.

c) Solugdo a 20% de dcido fosfotingstico em etanol, prepara

da, protegida da luz e armazenada em geladeira até sua utilizagao.

d) Solugdo a 33% de dcido clorosulfdnico em dcido aceético
glacial (128), hermeticamente vedada, protegida da luz e armazena

da em geladeira até sua utilizagao.

e) Sangue-gelatina (128). A 100 ml de NaCl a 0,9% se acres
centaram 4,50 g de gelatina em pS, misturando-se até a obtengao de
uma suspensao homogénea; depois de 30 minutos de repouso a suspen
sao foi aquecida com agitagao em banho-maria até atingir 80°¢c, a

sequir foi resfriada a temperatura ambiente e armazenada em gela
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deira.

10,0 ml de sangue (humano ou de boi) foram tratados como em
3.3.2; apds a desfibrinagao e lavagem, as hemdcias foram suspensas
em 100 ml de NaCl a 0,85% e a suspensao armazenada em refrigera
¢ao. A suspensdao de hemdcias e a gelatina foram aquecidas em banho
-maria ate atingirem 40°c quando foram misturados 50 ml de gelati
na e 10 ml da suspensao das hemacias. A mistura foi hemogeneizada
e utilizada a essa temperatura e teve uma duragao de quinze dias,
armazenada a 4°cC.

As amostras e padrdes foram dissolvidos nos seus respecti
vos sistemas de eluigdo, aplicados por intermédio de capilares e
desenvolvidos até uma frente de 10 cm. Apds o desenvolvimento, as
placas foram secadas com um secador de cabelo e pulverizadas com
os respectivos reveladores.

A revelagao foi completa com o revelador "a", aquecendo-se
a placa na estufa a 130°C durante 15 minutos; para o8 reveladores
"b* e "c" a 120°C durante 10 minutos; para o reveladdr *a", as
placas foram aquecidas a 130° durante 5 minutos, maé devido a
toxidade dos gases e 4 falta de uma capela, o uso desﬁe revelador
foi descontinuo. O revelador "e" foi pulverizado e as placas perma
neceram a temperatura ambiente até o aparecimento das manchas, o
que levou um tempo maximo de 25 minutos.

Depois de localizadas as manchas, procedeu-se a medida das

distancias com o criterio do Rf ou hRf.
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3.4. PROCEDIMENTO ANALITICO PARA A DETERMINAGAO DAS SAPONINAS
3.4,1. Preparo das amostras

As amostras foram desengorduradas com éter etilico num ex
trator soxhlet durante 6 horas, e depois permaneceram a temperatu

ra ambiente para a secagem.

3.4.2. Extragao

Os seguintes processos de extragao das saponinas foram tes

tados.

3.4.2.1. Extragao aquosa

A quantidade de 100 g de graos desengordurados foram acres
centados 500 ml de agua destilada, a temperatura foi elevada a
70°C (134) e mantida constante durante 2,5 horas. Ocasionalmente e
fetuou-se agitagao manual. Findo esse tempo, O extrato foi separa
do por filtragéo, usando-se papel Whatman n? 1, e os graos foram
submetidos a mais uma extragdo nas mesmas condigbes. Apds a segun
da filtragem, uma lavagem com agua destilada foi feita, coletando-

se os filtrados para sua posterior concentragao.

3.4.2.2. Extraqio com gradiente de etanol, l-butanol e agua.

Para cada 250 g de graos desengordurados foram usados 450
ml de uma mistura de 300 ml de etanol a 80% e 150 ml de l-butanol
saturado com agua (aproximadamente 80% a 24°C) na proporgao de 2

de etanol para 1 de butanol.
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A mistura foi agitada vigorosamente por um minuto e: levada
a refluxo com manta de aquecimento e condensador vertical tipo Lie
big por 2,5 horas, com agitaqio ocasional.

ApGs este tempo, a mistura foi decantada a quente sobre 1a
de vidro e foi feita uma segunda extraqio gobre 08 mesmos graos
com 400 ml da mesma mistura de etanol a 80% e butanol a 80% na pro
porgio 1l:1, nas mesmas condigOes anteriores e seguida também de de
cantagdo sobre a mesma 13 de vidro.

Finalmente uma terceira extragao foi feita com 450 ml da
mesma mistura na proporgao de 1:2 de etanol/butanol.

Apds a dltima decantagdo, os graos foram lavados trés vezes
com proporgdes de 50 ml da mistura etanol a 80% e l-butanol a 80%
na proporgao de 1l:l.

Todas as solugdes decantadas foram coletadas e filtradas

através de papel whatman n? 1 e concentradas.

3.4.3. Concentragao

Os extratos aquosos de 3.4.2.l1.foram concentrados a 70°¢C
até atingir um volume de 100 num aquecedor elétrico (Fisatam-Mode

lo 503).

)

Os extratos alcdolicos foram concentrados em rota-vapor
temperatura de 60°C, reduzindo-se seu volume até estar proximo da

secura.

3.4.4, Detecgao das saponinas

Foi feita a determinagd@o qualitativa das saponinas nos eXx
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tratos concentrados conforme os métodos descritos no item 3.3.

3.4.5. Purificagao preliminar

Os extratos aquosos foram levados a pH 4,0 com acido clori
drico 0,1 N e transferidos para funis de separagao onde foram fei
tas extragoes com l-butanol (450 ml para cada 100 ml de extrato) .
A fase butandlica foi concentrada num rotavapor a 70°C até préximo
da secura.

cada extrato butandlico proveniente da extraqio originalmen
te feita com solventes foi levado até um volume de 100 ml com eta
nol 80% e l-butanol 80% na proporgao l:1 e transferido para um fu
nil de separagdao onde se efetuou uma purificagao com éter etilico
(450 ml para 100 ml de extrato).

A frac3o insolivel em éter (ver diagrama 1) foi seca a 27
polegadas de vacuo e a temperatura de 40°C durante 16 horas, de
pois das quais o s0lido resultante foi pesado.

O extrato etéreo foi concentrado no rotavapor até perto da
secura e depois redissolvido na mistura de etanol-80%-butanol 80%
(1:1) para posterior utilizagao.

Os grios provenientes da extragao com solventes foram secos
3 temperatura ambiente e submetidos & extragao aquosa citada em
3.4.2.1., descartando-se depois os graos. A solugEo aquosa foi sub
metida @ extragao da saponina e purificagdo, como foi descrito no
item anterior (ver diagrama 1).

Das purificagoes preliminares acima descritas e apresenta
das no diagrama 1, foram obtidos os seguintes extratos ou "precipi

tados":
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- "precipitados" ou fracao insolivel em éter etilico P,gr

P

42’ "~ 39°
- Extrato etéreo, fracgao "gorduras":P,
- Extrato butanolico: 530, S41, 542.
- Concentrado da fase aquosa do extrato butandlico: 344;E45.
Todos estes extratos e precipitados foram submetidos aos

testes de detecgao para saponinas descritos no item 3.3, com:a fi
nalidade de selecionar os extratos a serem posteriormente fraciona

dos.

3.4.6. Fracionamento cromatografico

ApOs os resultados obtidos com os métodos em 3.3. sobre os
extratos e "precipitados" descritos na segao anterior, foi acolhi
da, como padrao para o fracionamento, a saponina branca Merck (SBM)
e, como amostra, o precipitadé P,g (ver diagrama 1).

0 fracionamento foi efetuado mediante cromatografia em colu
na (30 x 2,0 cm e 55 x 4,0 cm), empregando-se o adsorvente siIlica
gel (silica gel Merck para cromatografia em coluna, 0,063 a 0,20mm
de tamanho de particula).

O sistema de eluigao foi cloroformio, metanol e agua na pro
porgao de 65:35:8. O eluato da coluna foi monitorado em cromatogra
fia de camada de silica gel G (0,250 mm de espessura) num sistema
de eluigao idéntico ao da coluna; como reveladores foram usados os
reagentes de Liebermann-Burchard e o sangue-gelatina, ambos descri

tos no item 3.3.4.
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DIAGRAMA 1. Extragao das saponinas dos graos da quinua e sua purificacao preliminar.
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As colunas foram preenchidas colocando-se primeiro um supor
te de 1a de vidro no fundo; posteriormente, sobre uma camada de
solvente, foi colocado o material adsorvente até obtengao de empa
cotamento. A proporgao de adsorvente para amostra foi de 50:1 na
coluna de 30 x 2,0 cm onde se fez o fracionamento da SBM e de 10:1
para a coluna com a amostra. O fracionamento foi feito com um cole
tor de fragoes Gilson, Modelo TFC-80, fixando-se o tempo para 10
minutos durante os quais se depositaram 5ml de eluato. Os primei
ros 50 ml coletados da coluna de 30 x 2,0 cm e os 150 ml da coluna
de 55 x 4,0 cm foram desprezados.

As amostras e o padrao foram dissolvidos no mesmo sistema
de eluiqao, sendo as fraqSes testadas mediante cromatografia de
camada delgada como foi descrito no item 3.3.4. Desta forma con
clui-se que apenas a fragao E da primeira coluna 55 x 4 cm apresen
tou caracteristicas de saponinas. Esta fragdo foi entao concentra
da no rotavapor, secada a 27 polegadas de vacuo, a 40°¢ durante
20 horas, pesada e submetida a um segundo fracionamento em uma se
gunda coluna de 55 x 4,0 cm com uma proporgao de adsorvente para
amostra que foi de 50:1 aproximadamente. A amostra foi dissolvida
no mesmo sistema de eluigado, e depois eluida nas mesmas condigoes
de coleta dos eluatos, testando-se as fragdes com o auxilio da cro
matografia em camada delgada descrita no item 3.3.4.

Estabeleceu-se um gradiente de eluicao que teve a seqguin-

te distribuigao:
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Sistema de eluigao Coleta (NQ tubos)

Cloroférmio, Metanol, &gua (65:35:8) 1 até 449
Cloroférmio, Metanol, agua (32,5:67,5:8) 450-495
Cloroférmio, Metanol, agua (15:70:15) 496-535
Clorofdrmio, Metanol, agua (5:75:20) 536-610
Metanol, agua (50:50) 611-667
Metanol, agua (25:75) 668-750
Agqua 751-800

3.4.7. Hidrdlise

As fragdes do item 3.4.6. que apresentaram caracteristicas
de saponinas na camada delgada, tanto da amostra fracionada como
do padrao, foram hidrolisadas para o estudo das sapogeninas . Além do
padrao SBM, também foi incluida a digitonina D (Digitonina p,a.Mer
ck), por ser uma saponina tipicamente esteroidal. A hidrOlise des
tes compostos foi feita no meio 1,4-dioxano-agua de 1l:1 (35, 84)
com &cido sulfiirico 12 N a 110°C, por 6 horas (66, 81).

Assim, as amostras e padroes previamente concentrados no
rotavapor e secados a vadcuo, do mesmo modo que no item 3.4.3, fo
ram pesados com precisao em quantidades entre 100 e 500 mg e dis
solvidos em 20 ml da mistura 1,4-dioxano-agua 1l:1.

Ap6s a dissolugdao das amostras foram acrescentados 20 ml de
Acido sulfurico 12 N. cada uma foi agitada vigorosamente por 30
segundos e aquecida num banho de areia, no qual se colocou um sis

tema de refluxo com condensador tipo Liebig.
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3.4.8. Extracao das sapogeninas

Apds esfriamento & temperatura ambiente, os hidrolisados ob
tidos na etapa anterior foram transferidos quantitativamente para
funis de separagao de 250 ml que continham 50 ml de clorofdérmio ca
da. Foi feita em seguida por partigao nos solventes clorofdrmio-
dgua, utilizando-se trés vezes o volume de 50 ml de cloroformio.
Nesta primeira separagao houve o aparecimento de uma interfase (I,
diagrama 2). A fase clorofdrmica foi passada através de 100 ml de
bicarbonato de s3dio a 2% contidos num funil de separagao ocorren
do também o aparecimento de outra interfase (II, diagrama 2). 0
filtrado clorofdrmico foi eluido em uma coluna (30 x 2,0 cm) de
sulfato de sddio anidro (10 g, 7 cm de altura) e depois concentra
do no rotavapor a 30°c.

A fase aquosa resultante da extragao do hidrolisado com clo
roformio foi concentrada no banho de areia a 70°C até atingir um
volume de 10-15 ml.

As interfases acima citadas foram lavadas com agua para eli
minar tanto o NaHCO, como o H,SO,, e secadas a 27 polegadas de va

cuo a 40°C durante 30 horas.

3.4.9. Detecgao das sapogeninas

Os produtos da hidrdlise, soliveis em clorofdrmio, foram
testados em cromatografia de camada delgada (0,25 mm de silica gel

G) com 08 seguintes sistemas de eluigao.

I. Cloroformio, metanol (9:1)
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DIAGRAMA 2. Extragao de sapogeninas da quinua.
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Hidrolise (1,46dioxano:H 50, 12 N
110°C x 6 hr.f

Esfriamento (temperatura ambiente)

Extragao (HCC1,)

|

Extrato HCC13

|

NaHCO, 2%
;3
L 1

NaHCO3 HC|C13
Nazso4

Concentragao

1

Extrato das
Sapogeninas SG

\
Interfase II——ﬁ-

Interfase I Extrato aquoso

Concentragao

Lavagens (70°¢C)

Extrato aquoso
concentrado

Secado vacuo

,

Testes para
Carboidratos

r |
11 I

| |

Cromato  Solubilidade
grafia
Camada
Delgada
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II. Clorofdérmio, Benzeno, Acetato de Etila (3:2:1)
III. Cloroformio
IV. Benzeno

V. Clorofdrmio, metanol (9,3:0,7),

sendo utilizado como revelador o reagente de Liebermann-Burchard
(item 3.3.4), com aquecimento de 115-120°C durante 10-15 minutos.
As amostras, fragdes da SBM e a sapogenina-padrao, o acido
oleandlico (ponto de fusao 298-301°C, ndo corrigido, fornecido por
J. Kernan (69)) ,foram dissolvidos nos respectivos sistemas de elui

cao.

3.4.10. Derivados das sapogeninas
3.4.10.1. Trimetilsilil derivados

Aliquotas dos extratos das sapogeninas e do acido oleandli
co (AO) tomado como padrao foram levadas até perto da secura com
nitrogénio grau U e depois secas a 27 polegadas de vacuo e a 30°¢
por 20 horas. Finda a secagem, as mesmas foram congeladas a —lsoc
por 12 horas e finalmente liofilizadas (liofilizador marca Virtis,
1655) por 48 horas. Uma vez retiradas do liofilizador, foram herme
ticamente fechadas, pesadas e armazenadas em dessecador de silica
gel com indicador azul.

A derivagao (75) foi feita sobre as amostras e o padrao lio
filizados, testando-se o efeito da temperatura e o tempo de reagao
e do solvente (piridina destilada).

- O solvente: Foi testado o efeito da piridina como solven
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te na reagao numa proporgao de 1l:1 com respéito ao reagente sili
lante.

- A temperatura de reagao: as amostras € o padrao foram tes
tados a temperatura ambiente, a 60°C e a 100°C durante 15 minutos
respectivamente.

- O tempo da reagao: testaram-se a 15, a 30 e a 60 minutos,

a 6 e a mais de 24 horas, apds agitagao.

Todos esses parametros foram testados mediante o seguinte
procedimento: com uma siringa de 1,00 ml foram retirados 0,20 ml
do reagente sililante (N,0-Bis(trimetilsilil) trifluoroacetamida,
BSTFA, da Pierce Chemical Co. - USA) e adicionados ao padrao liofi
lizado. Foram logo acrescentados 0,20 ml do solvente piridina e o
sistema foi agitado vigorosamente por 30 segundos, deixando-se pe
lo tempo e temperatura desejados; o produto foi depois injetado na
coluna de um cromatdgrafo gas liquido (Perkin Elmer 990).

As ampolas do reagente BSTFA, que nao foram gastas totalmeg
te uma vez abertas, foram armazenadas sobre sulfato de calcio ani

dro e em refrigeragao.

3.4.10.2. Trifluoroacetil derivados

Aliquotas dos extratos de sapogeninas e do padrao AO, obti
das como foi descrito no Item 3.4.8., foram levadas até proximo da
secura, utilizando-se corrente de nitrogénio grau U, secadas a va
cuo de 27 polegadas a 30°%¢ por 20 horas e, finalmente, foram esti
mados seus respeétivos pesos.

O preparo dos derivados para cromatografia gasosa foi como
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seque: para 0,02 g do padrao, acrescentaram-se 0,5 ml de clorof6£
» mio e 0,5 ml do reagente anidrido trifluoroacético (para gas croma
tografia, Merck). Apds agitagao vigorosa por um minuto, o sistema
ficou em repouso por 15 minutos a temperatura ambiente, em seguida
foi secado em corrente de nitrogénio grau U e o resfduo dissolvido

em 0,25 ml de cloroférmio com agitagao (75).

3.4.11. Cromatografia gas-liquida

O trimetilsilil derivados foram cromatografados nas condi
gOoes apresentadas nas tabelas 2 e 3.

Mantiveram-se padronizadas as vazoes dos gases para O de-
tector de chama, sendo 30 "psig" para o ar sintetico e 35 ml/min.
para o hidrogénio. A temperatura, tanto do bloco de injegao como
do detector, foi padronizada quando se obtiveram as melhores condi
goes.

Padronizou-se também a operagao do registrador a 1 millivol
tio para a amplitude inteira e a 0,5 cm/min para o avango do papel.

Enquanto que os derivados sililados foram testados nas dﬁas
colunas, os trifluoroacetil derivédos foram testados somente na

coluna 3% 0OV-17.
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TABELA 2. CondigOes gads-cromatograficas com as que se obtiveram os

melhores resultados dos derivados trimetil sililados das

sapogeninas usando uma coluna de vidro 3% SE-30

em

chromosorb W AW DMCS 80/100 6' x 1/4".

Parametros

Condigoes

Temperatura da coluna
Temperatura do injetor
Temperatura do detetor
Gas de arrastre (NZ-U)
Amplitude
Acondicionamento
Volume de injegao

Efeito do solvente na reagao

Temperatura e tempo da reagao

285°¢

315°%

320%

65 ml/minuto

X8 X10

295°C por 24 horas

0,2 microlitros

0,2 ml de piridina

anidra nao teve marcado
efeito

60°C por 15 minutos apds agi
tagao ou, temperatura ambien-
te a partir de 30 minutos ate
mais de 72 horas apds da agi

tagao.
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TABELA 3. Condigoes cromatograficas com as que se obtiveram os me

lhores resultados para os derivados trimetil sililados

das sapogeninas usando uma coluna de vidro 3% 0OV-17 em

Chromosrob W AW DMCS 80/100 6' x 1/4".

Parametros

Condigodes

Temperatura da coluna

Temperatura do injetor
Temperatura do detector
Gas de arrastre (N,-U)
Amplitude
Acondicionamento
Volume da injecao

Efeito do solvente na reagao

Temperatura e tempo da reagao

Programagdo de 220 a 275°C
com 3°/minuto; tempo inicial
O minuto e tempo final 12 mi-
nutos.

300°¢

310°%¢

65 ml/minuto.

X8 X10

285°C por 24 horas

0,2 microlitros

0,2 ml de piridina anidra

nao teve marcado efeito.
60°C/15 minutos ou, temperatu
ra ambiente a partir de 30 mi
nutos até mais de 72 horas

apds agitacgao.
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DIAGRAMA 3. Gas-cromatografia dos derivados das sapogeninas da qui

nua.
-Extratos SG
-II (interfase)
-Padrao AO
Secagem
I ]

SG,II,AO AO
Congelamento Trifluoroacetilagao
Liofilizagao Secagem com N, - U

Trimetilsililagao Dissolvido em Clorofdrmio
v v
GLC: 3% 0OV-17 e 3% SE-30 GLC: 3% ov-17
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3.4.12. Determinagao quantitativa

Foi feita uma curva-padrao para o AO utilizando como crité
rios a area (produto da altura vezes a largura na metade da altu-
ra) do pico e a normalizacao interna do cromatograma. Como padroes
internos foram usados os derivados do padrEo AO e da amostra SG—P28,
para se obter a confirmacao da presenga do ﬁico-padréo nas amos
tras. Uma vez feita a mistura, esta foi agitada por 30 segundos,

sendo depois injetada no cromatografo 0,20 ul.

3.5. Detecgao dos carboidratos

As solugdes aquosas provenientes da hidrdlise, foram neutra
lizadas com uma solugao de NaOH 6 N e concentradas em banho de
areia a 70°C até um volume de 10-15 ml, esfriadas e depois clarifi
cadas como segue: a cada 10 ml da solugao aquosa foram acrescenta
dos 3,0 ml de solugao saturada de acetato de chumbo (10%) e 0,2 g
de oxalato de sddio, obtendo-se boas clarificagoes apos filtragem

em papel de filtro whatman N 1.

3.5.1. Teste da antrona

Em tubos de ensaio foram colocados 0,3 ml da amostra e adi
cionados 2,0 ml do reagente (0,002 g de antrona p.a Riedel Haenag,
para cada 2,0 ml de H2804 concentrado) pelas paredes do tubo, sen

do feita a detecgdo visual apds 3 minutos de reagao (37).
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3.5.2. Teste de Molish

X quantidade de 2,0 ml da amostra foram acrescentados 0,2
ml do reagente (20% de l-naftol em etanol) e, escorrendo pelas pa
redes do tubo, foram adicionados 2,0 ml de H2804. Logo apos foi
feita a detecgdo visual e sua confirmagao mediante a adigao de 5,0

ml de NaOH 12 N (107).

3.6. Métodos gas-cromatograficos para determinag@o dos TMS deriva

dos das sapogeninas da quinua.

3.6.1. Cromatografico de Kernan, et. al (70).(Aparece no diagrama

4 como K ).
1

Este método sofreu modificagdes quanto as quantidades para
a extragao, na hidrdlise e na sintese dos derivados.

a quantia de 10 g de quinua moida e peneirada (peneiras de
plastico de 400 furos por polegada quadrada), acrescentaram-se 35
ml de NaOH 0,25 N, volume necessario para recobrir todo o material
e formar uma solugdo que permitiu sua agitagao com bastao por ‘15
minutos. Foram acrescentados 50 ml de agua destilada e novamente
agitou-se por 15 minutos. A suspensdo foi entao centrifugada por
35 minutos a 10.000 rpm, lavada com agua e centrifugada por mais
duas vezes por 15 minutos a cada vez.

Os sobrenandantes foram filtrados sobre papel whatman n¢ 1
e levados até um volume de 200 ml com agua destilada, do qual fo
ram retiradas aliquotas de 80 ml para depois serem concentradas

no banho de areia a 70°C até um volume de 5 ml cada uma.
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Para a hidrdlise cada aliquqta foi diluida para 10 ml com
agua destilada e foram acrescentados 10 ml Qe 1,4—§;§xano. O siste
ma foi agitado durante 15 segundos. Depois foram adiéionados 20
12 N e a mistura foi, a segquir, agitada'por 15 segun-

ml de H,SO

2574
dos, procedendo-se d hidrodlise a 110°C como descrito no Item 3.4.7.
por um tempo de 3 horas. ApOs o esfriamento a temperatura ambien-
te, foi feita a extragao, utilizando-se trés vezes 50 ml de cloro
férmio, descartando-se a interfase I (ver diagrama 4).

As solugdes clorofdrmicas foram passadas através de 100 ml
de NaHCO3 a 2%, sendo separada, a interfase II e dissolvida em
trés porgoes de 25 ml de cloroférmio—metanol (9:1) ,depois combina
da com a solugdo clorofdrmica. Esta solugao foi passada por uma
coluna (30 x 2 cm) contendo 10 g de sulfato de sodio anidro e, a
sequir, concentrada no rotavapor até perto da secura, levada a 10
ml com clorofdrmio, retirando-se aliquotas, de 2,5 ml cada, que fo
ram secas com N2 grau U e em seguida trimetilsililadas com o rea
gente BSTFA (0,25 ml), sem adigao de piridina. Depois de agitar vi
gorosamente por 30 segundos, permaneceram, Os tubos, em repouso
por 30 minutos e foi finalmente feita a injecao de 0,25microlitros
no cromatografo de gas equipado com uma coluna de vidro'3% SE-30
cujos parametros e condigoes foram explicados no item 3.4.11.

A estimativa foi feita frente ao padrao, acido oleandlico

trimetilsilil derivatizado.

3.6.2. Cromatograficos desenvolvidos neste trabalho.
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3.6.2.1. Com tratamento alcalino e extragao butandlica a pH 4.

(Aparece no diagrama 4 como Kz).

Preparou-se um extrato alcalino como aparece no item 3.6.1
o qual foi, em seguida, acidificado com HCl1l 0,1 N até pH 4,0. Esta
mudanga ocasionou o aparecimento de um precipitado branco abundan
te e o desaparecimento da cor amarela da solugao.

O precipitado fol separado e centrifugado a 1000 rpm por 20
minutos, lavado com agua a pH 4,0 e depois secado a 40°c durante
12 horas em vacuo de 27 polegadas.

Os sobrenandantes obtidos foram submetidos a seis extragoes
sucessivas com 50 ml de l-butanol de cada vez; a emulsao formada
foi facilmente desfeita durante um repouso final de 10 minutos. A
solugao butandlica foi concentrada no rotavapor a 60°C até bem prd
ximo da secura, enquanto que a solugcao aquosa foi evaporada ate 15
ml no banho de areia a 70%¢.

No entanto, a solubilidade do precipitado foi verificada no
sistema solvente clorofdormio, metanol, agua 65:35:8, e o precipita
do foi posteriormente cromatografado em camada delgada de sllica
gel G (item 3.3.4), utilizando-se como sistema de eluiqSo clorof6£
mio, metanol, agua 65:35:8 e, como reveiador, o sangue-gelatina.

0 extrato butandlico foi diluido com l-butanol até 25 ml e,
dai, aliquotas de 10 ml foram secas a 70°c no banho-maria com
ajuda de um jato de ar, O produto foi hidrolisado e as sapogeninas
extraidas, derivatizadas, e gas-cromatografadas como aparece descri

to no item 3.6.1 (ver diagrama 4).
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3.6.2.2. Com extragao por gradiente de etanol, l-butanol, agua.

(Aparece no Iiagrama 4 como Wl)

10 g de amostra, moida e peneirada como ja foi descrito no
item 3.6.1, foi extralida inicialmente com 60 ml da mistura de sol
vehtes etanol 80%, l-butanol 80% (2:1) mediante agitagao vigorosa
por 30 segundos e refluxada sobre banho de areia a 115° por 30 mi
nutos, com agitagao periddica, Depois de decantar o primeiro extra
to a quente, através de 12 de vidro, procedeu-se a uma segunda e
a uma terceira extragao da massa com 60 ml de mistura dos solven
tes nas proporgoes de 1:1 e 1:2, respectivamente. A extracao foi
terminada com lavagem dos mesmos solventes na proporgao 1l.1l.

Os extratos, juntos, foram filtrados sobre papel de filtro
whatman N? 1 e concentrados no rotavapor a 60°C até perto da secu
ra, sendo depois transferidos e diluidos com a mistura de etanol
80% -l-butanol 80% (l:1) até 25 ml. Aliquotas de 10 ml foram secas
diretamente em tubos de reagao, em banho-maria a 70°%C e jato de ar.

Sobre a aliquota do extrato seco foi realizado o mesmo pro
cedimento de hidrdlise, extragao das sapogeninas, trimetilsilil de
rivatizagdo e determinagdo por cromatografia gas l1iquida como ja

foi explicado no item 3.6.1 (ver diagrama 4).

3.6.2.3. Com extragdo por gradiente de etanol, l-butanol, agua e
sem tratamento com NaHCO; a 2%. (Aparece no Diagrama 4 co

mo wz).

Seguiu~-se o procedimento 3.6.2.2 até a extragao das sapoge-

ninas com clorofdormio.
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A solugado cloroférmica nao foi passada por 100 ml de NaHCO,
a 2%, eliminando-se, desta forma, a separagio de algumas sapogeni
nas as quais poderiam aparecer na interfase II. A solugao entao
foi diretamente passada pela coluna de NaSO4 anidro, a qual foi
posteriormente lavada por duas vezes com 20 ml de cloroformio como
nos demais casos.

A solugao clorofdrmica desidratada passou pelos mesmos pro
cedimentos para a concentragdo, trimetilsilil derivatizagao e cro

matografia gas-liquida citados no item 3.6.1 (ver diagrama 4).
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DIAGRAMA 4. Méetodos para
de Kancolla.

a determinagao do Acido Oleandlico na Quinua, Varieda

Graos
Moagem
Peneirado
|.____..__._Wl e W2 Kl e K2
EtOH+BuOH+Hzo NaOH
Concentragao HEO
Centrifugagao
Volume (25ml)e¢—y  —nu— |
Filtracao
Aliquota
| |
Secagem r——xl KZ_T
Hi?rélise Aliﬁuota pH‘4,0
Extragdo (HCCL,) Concentragao Centr%fugaqio
1 Sobre%adante PréEIbitado
|
Agua Interfase I Extrato HCCl, 1-BuOH Secagem
W. K. ,K W BuOH '~  H,0 Crom.Camada
177172 2 2 Delgada
2% NaHCO, | 4
I | 1 L—Concent. Concent. ——>»
NaHCO, Interfalse II HCC1 ;—> Na, S0, L

HCCl3 T MeOH

2
Conc;ntraqio
Volume (10ml)
Aliquota (2,5ml)
Secagem
TMS—LerivatizagSo

Determinagao por G.L.C.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. COMPOSIGCAO CENTESIMAL

Os resultados da caracterizagao bromatoldgica da quinua

(Chenopodium quinoa, Willd.), variedade Kancolla, aparecem na tabe

la 4.

TABELA 4. Composigao centesimal da quinua var. Kancolla

Umidade 12,10

Cinzas 2,89
Extrato eféreo 6,033
Fibra bruta 3,883
Proteinas (N x 6,25) 12,45
Carboidratos (diferenga) 66,527

Estes dados estao em concordancia com os publicados por au
tores (150).
4.2. PROCEDIMENTO ANALITICO PARA A DETERMINACAO DAS SAPONINAS
4.2.1. Extragao

Segundo os procedimentos descritos nos Itens que vao do na

mero 3.4.2 ateé o numero 3.4.5, obtiveram-se os extratos agquosos
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E44 e E45; os extratos butanolicos 530, S41 e 842; as fracgoes in
soluveis em eter e secadas a vacuo P28’ P42 e P39; e a fragao gor
duras P3, todas elas apresentadas esquematicamente no Diagrama 1.
Destas, as fragoes P;, P,g, Pyq € P,, eram sOlidas e, depois de
secas e pesadas, obtiveram-se as seguintes porcentagens: P3 =6,05%,

P = 4,73%, P = 1,46% e P

39 42
A porcentagem de P, esta em concordancia com a porcentagem

28 = 0,808%.

de gorduras apresentada na Tabela 4, 0 que sugere que 08 graos que
serviram para as extragoes das demais fragoes foram livres de gor
duras. O processo de extragao da gordura foi feito para evitar
qualquer interferéncia que pudesse alterar a extragao e determina
¢ao das saponinas (37, 42).

O procedimento de obtengdo das fragOes insoluveis em éter a
partir das extragdes com etanol-butanol-igua e da extragao aquosa
que, a pH 4,0, se tratou com butanol é seletivo para ‘- saponinas,
principalmente para as triterpénicas (144, 59, 11, 12, 7), pelo
que P28 e P42 representariam o total das saponinas da quinua; po
rem, estimando as porcentagens de P28 mais a de P42 como a , total
das saponinas, observa-se que somente 85,53% do total sao extraidas
com - -etanol-butanol-agua e os restantes 14,47% com égﬁa gue, a
pH 4,0, foi tratada com butanol.

A porcentagem de P39 que estda muito abaixo da porcentagem
de P,g supbe que a extragao aquosa nas condi¢des testadas, que sao
as recomendadas para as saponinas da quinua (134), nao fornece
uma boa extragdao e separagao das mesmas.

As quantidades de Pyg © Pyor ambas baixas e nao muito dife

rentes uma da outra, poderiam sugerir uma ou mais destas alternati
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vas: a) que a extragao butandlica do extrato aquoso a pH 4,0 nao
é adequada para as saponinas da quinua, b) que a extragao aquosa
usada € ineficiente, ou c¢) que a quinua possui pouca quantidade

de saponinas do tipo terpénicas acidas (7, 11, 12).

4.2.2. Detecgao das saponinas por varios métodos nas fragoes apre

sentadas no Diagrama 1.
4.2.2.1. Afrosimetria ou medida da espuma

como foi explicado na segao material e métodos, obtiveram-
se 0s extratos e precipitados da quinua (Diagrama 1) que poderiam
apresentar alguma atividade espumante para serem submetidos ao tes

te afrosimétrico, chegando-se aos resultados da Tabela 5.

TABELA 5. Teste qualitativo da produgao de espuma pelas fragoes ou

extratos apresentados no Diagrama 1.

Amostra Altura da espuma (mm)

12,0

28 10,0

42
39
3
30

42
o4l

44
E

45 §
SBM (10 ppm) §§
SPB (100 ppm)
Graos de quinua (0,05 g)

'—l
w
-

-

nhunmwyog
- WM wm wWw

[
OO0 OCOOKHOOO

N
oOWwUL MNUNNOCOOCO

- wm W

|

§ - Saponina branca Merck
§§ - Saponina parda Baker
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Pode-se dizer que, se o teste da espuma nestas condigoes &
caracteristico para as saponinas, Os resultados na tabela 5 o con
firmam, mas sabe-se que esta caracteristica nao & exclusiva das
saponinas (42, 45, 127). Conclui-se dal que a E44 possa apresentar
outros componentes que fornecem essa quantidade de espuma j& que,
seguindo-se o mesmo procedimento de obtengdo que a E,;, esta nao

apresenta uma quantidade semelhante. Com estes resultados isolados,

nao se pode concluir se as saponinas estao ou nao presentes num
determinado extrato, mas se pode toma-los como arientaqio para
constatagao.

4.2.2.2. HemOlise

As mesmas amostras testadas pelo método afrosimétrico fo
ram submetidas ao teste hemolitico descrito no item 3.2.2., o qual
€ uma combinacao de dois procedimentos previamente melhorados
(33). Jara et al (63) sugeriram que fosse registrado um espectro
de absorgao para ter certeza de se estar usando o comprimento de
onda apropriado na medig¢ao da hemSlise. Desta forma determinou-se
com sangue hemolizado com a SBM que o comprimento de onda para es

ta medigao seria 570 nm, como aparece na tabela 6.
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TABELA 6. Teste qualitativo de hemOlise para as diversas fragodes

extraidas da quinua e definidas no diagrama 1.

Amos tra Absorbancia (570nm) Porcentagem Observagdes
tempo = 5 horas - da hemdlise

Branco 0,000 0,00 Branco de amostra

P,g 0,045 30,20 solugao transpa-
rente apds centri
fugagao.

P39 0,041 27,52 idem

P42 0,150 100,67 idem

P3 0,093 62,42 idem

S30 0,264 177,18 idem ao padrao SBM

S42 0,157 105,36 idem

841 0,107 71,82 idem

E44 0,118 79,19 idem

E45 0,120 80,54 idem

SBM(10000:1) 0,149 100,00 soluqao hemolisada
aos 5 minutos

SPB(10000:1) 0,104 69,80 solugao transparen

te apb6s centrifuga

cao
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A comparagao foi feita com a saponina branca merck (SBM) .
Observou-se que O branco nao acusou ruptura das hemacias, o que
garantiu um sistema adequado.

As fragOes insoliveis em éter P, e P,, apresentaram porcen
tagens de hemSlise semelhantes, sugerindo concentragoes similares
de saponinas, porém, na segao 4.2.1, a P,4 apresentou uma baixa
porcentagem, o que sugere que a hemdlise causada pelos componentes

de P e P nao se deve exclusivamente as saponinas presentes. O

28 39
mesmo critério serviria para justificar a alta porcentagem de hemé
lise apresentada por P42.

Os extratos agquosos E44 e E45 apresentaram porcentagens de
hemblise semelhantes, com valores altos, o que faz supor que as
saponinas nao sao extraidas com o tratamento com butanol a pH 4,0;
no entanto a E,, provém de graos ja extraldos com alcoois, o que
sugere que a extragao nao foi completa, ou que esses alcoois nao
sao os adequados, 0 que € uma possibilidade remota, conforme foi
discutido no item 4.2.1.

O fato das amostras P3, 530, 542 e S41 terem apresentado
atividade hemolitica constitui uma das falhas deste teste, ja que,
pela forma de obtencao destas amostras, nao era de se eéperar que
tivessem saponinas. Ja foi mencionado por varios autores (116,

117, 63, 142 e 47) que outras substancias, além das saponinas, po

dem produzir a hemdlise sob as condigoes do experimento.

4.2.2.3. Espectrofotometria ultra violeta-visivel

Tomaram-se Os espectros U.V.-Vis. para cada uma das amos

tras apds 4 horas de reagdo com o reagente Liebermann-Burchard(aci
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do sulfurico em anidrido acético, 32). Foi necessario registrar o
espectro antes das 24 horas, em virtude de mudangas marcantes que
apareéeram na coloragao e no espectro do cromoforo como se pode
observar nas tabelas 7 e 8.

Os resultados apresentados na tabela 7 mostram que as  fra
¢Oes insolliveis em éter (P,gr Pypr © Pyg), Os extratos aquosos (E,,
e E45) e os padroes (SBM e SPB) apresentaram escassa solubilidade
em dcido acético e n3o ofereceram marcada diferenga na  coloragao
das suas solugoes, O que sugere que todas elas apresentam componen
tes comuns, provavelmente saponinas. No entanto a fragao gorduras

(P3) e os extratos butandlicos (S e S4l) apresentaram alta

30’ S42
solubilidade em acido acético, e a coloragdo de suas solugdes  ao
comego da reagao foi praticamente a mesma para todas elas, sugerin
do que este grupo de estratos apresentam componentes comuns, pro
vavelmente diferentes das saponinas, face aos resultados mostrados.

Como se pode verificar na tabela 8 e na figura 1, existe um
maximo de absor¢ao a 470 nm que é comum para P28’ P42, Pagr Eyy o
E45, SBM e SPB, 0 que supde que apresentem crombforos que absorvem
a esse comprimento de onda e que, provavelmente, sejam de natureza
das saponinas. Isto reforga o que sua solubilidade e coloragao in-
37 Séo, S4o © G nao apresenta

ram esse segundo maximo de absorgéo, o que confirmaria sua nature

dicaram. Por sua vez, o0s extratos P

za diferente com respeito as demais amostras testadas.

O primeiro maximo de absorgao localizado entre 360 e 390 nm
com marcada absorgao nao fornece uma boa orientagao para elucidar
a presenga ou auséncia das saponinas, pelo fato de todas as amos

tras o apresentarem; a mudanga deste maximo entre 360 a 390 nm de
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TABELA 7. Solubilidade e coloragao das fragoes definidas no diagra

ma 1 para o teste espectrofotométrico de Liebermann-

Burchard.
Solubilidade Coloragio
Amostra em &acido acé
tico 0 horas 4 horas 24 horas
Branco -r—— incolor amarelada amarela
P28 escassa amarelada amarela ambar
”" " " ”
Py2
" ” " "
Pag
P3 alta azul esverdeada marrom preta
n " (1]
530 idem
S49 " verde amarela ambar escuro
n " a (1] "
S41 ambar
Egy escassa amarela forte ambar " "
”n [1] 1] "
E45 marrom
SBM § " incolor amarela marrom
SPM §§ " ambar marrom preta
§ - Saponina branca Merck

§§ - saponina parda Baker
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TABELA 8. Concentragoes, maximos de absorgao, absorbancias e coefi
cientes de extingdo das fracgoes definidas no Diagrama 1

para o teste de Liebermann-Burchard, as 4 horas de rea

cao.

Concentra A, A, 1% Ao A, 13
Amostra .35 (g/1)  (nm) Eem  (nm) Eiem
Pog 0,125 366 0,97 77,6 470 0,56 44,8
Py, 0,500 362 0,62 12,4 470 0,18 3,6
Pag 0,500 360 0,88 17,6 470 0,04 0,8
Py 0,500 390 1,15 23,0 -— - -—
S30 0,0625 366 0,65 1040,0 -— -— -—
S40 0,500 386 1,25 25,0 — _— —
S41 0,25 360 0,54 21,6 -— — -—
Eyy 0,0625 366 0,47 75,2 470 0,28 44,8
E,s 0,0625 366 0,55 88,0 470 0,43 68,8
sBM O 0,500 360 0,15 3,0 470 0,05 1,0
spp 39 0,500 366 0,82 16,4 470 0,55 11,0
§ - Saponina branca Merck

§§ - Saponina parda Baker
e 12 = maximos de absorgao

A1 e A2 = absorbancia

18 _ 10A
Elem =
b ¢

, onde: A = absorbancia, b = lcm e ¢ = concentracgao(g/1)
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FIGURA 1. ESPECTROS DE ABSORCAO ULTRAVIOLETA-VISIVEL DOS EXTRATOS: A - Pyg |,
B-Eyq.C-E4q5 € D-SPB NA REACAO COLORIMETRICA DE LIEBERMANN-

BURCHARD.
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veu-se ao efeito hipsocrdmico do solvente acido acético.

As amostras P28' E44 e E45 apresentaram valores do coefici-
ente de extingao (Eizm) a 470 nm, similares entre si, o0 que sugere
que possuam concentragdes semelhantes do mesmo croméforo, o que es
taria em discordincia, ja que eles provém de processos diferentes.
Isto faz supor, como outros autores (128, 32) fizeram constar, que
o reagente Liebermann-Burchard nao tem especificidade para as sapo

ninas.

4,2.2.4. Cromatografia em camada delgada

As nove amostras e as duas saponinas comerciais foram testa
das nos nove sistemas de desenvolvimento descritos no item 3.3.4.
e, segundo as propriedades de polaridade, poderiam se agrupar na

seguinte ordem:

I. 1-Butanol:etanol:agua (7+2+4)

II. 1l-Butanol:etanol:agua (1+1+1)
Polares .

III. 1-Butanol:etanol:amonia a 25% (742+5)

IV. 1-Butanol:piridina:agua (6+4+3)

v. Cloroformio:metanol:agua (65+35+8)
Polar-

VI. Clorofdrmio:acetato de etila:metanol (4+2+1)
semipolar

VII. Benzeno:acetona:metanol (5+5+1)

Semipolar- VIII.Hexana:cloroformio:acetato de etila (5+1+1)

nao plar IX. Benzeno:clorofdormio:acetona (442+1)
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Dos reagentes definidos em 3.3.4, dois foram avaliados no
inicio por terem sido apontados por um autor (128) como especifico
para saponinas triterpénicas; estes foram: a) o pentacloreto de
antimdnio a 10% em clorofdrmio e b) o dcido clorosulfdnico a  33%
em 3cido acético glacial. Nao foi encontrada, porém, muita vanta
gem, nao sb por oferecerem resultados similares aos reveladores
de Liebermann-Burchard e o acido fosfotungstico, como pelos  vapo
res téxicos que eles produzem no laboratdorio. Desta forma, os reve
ladores selecionados para os testes em camada delgada fdram o éci
do fosfotlngstico, o reagente de Liebermann-Burchard e o sangue-
gelatina. O acido fosfotilngstico deu cores com tonalidades desde o
avermelhado até o roxo e com o reagente de Liebermann-Burchard as
manchas foram amarelas. Apds o esfriamento das placas, as cores mu
daram para marrom e cinza, respectivamente; no entanto, com o san
gue-gelatina, as manchas se apresentaram incolores sobre um fundo
avermelhado.

Os valores de hRf das amostras e padroes nos nove sistemas
de desenvolvimento aparecem nas tabelas 9 ate 17.

A tabela 18 & um resumo dos resultados de detecgao até aég
ra obtidos. Através desta tabela pode-se concluir, embofa tentati
vamente, que o0s extratos P28’ P42, P39,‘E44 e E45 contem saponinas,
ja que sao eles os que reinem o maior niumero de caracteristicas
tipicas das saponinas por produzirem espuma e hemdlise, apresenta
rem absortividade consideravel a 470 nm depois de se tratar com o
reagente Liebermann-Burchard e, finalmente, possuirem propriedades

de polaridade consistentes com as das saponinas.
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TABELA 9. Valores de hRf dos componentes desenvolvidos no sistema

I. (1-Butanol:etanol:agua, 7 + 2 + 4)

Revelg Amostras
dores Pyg Pyy P39 P3 Sz Sy, Sy Egg E4s SBM SPB
a.S 00 00 00 00 -- == =-— 00 00 ~-- 00
07 06 06 66 16 32 32 06 10 07 07
14 09 09 86 24 42 42 20 32 32
24 29 32 92 26 50 50 32
32 32 40 29 57 57 42
38 50 33 86 86
44 38
50 45
56 50
57
67
78
5 85
b. 00 00 00 00 00 -- -- 00 00 00 00
08 07 07 67 27 28 28 08 08 08 11
14 14 14 91 32 32 32 11 11 32 31
23 24 24 34 34 34 42 42 37
32 33 33 38 38 38 46
36 37 38 42 42 42
40 42 48 46 46
45 46 52 52 52
50 51 60 62 62
57 89 68 68
76 76
5 90 90
c. 00 -- 00 00 00 =-- =-- 00 00 -- ~--
34 34 67 59 68 34 34
68 52

§ a. Liebermann-Burchard

b. Acido Fosfotungstico

c. Sangue-Gelatina



TABELA 10. Valores de hRf dos componentes desenvolvidos no sistema

II. (1-Butanol:etanol:agqua, 1 + 1 + 1)§

Revela- _
dor P28 P42 P39 P3 830 842 S41 E44 E45 SBM SPB
Liebermann- 00 00 00 00 00 - - 00 00 - 00

-Burchard 58 58 58 71 61 64 64 34 34 40 40
66 66 66 92 71 68 68 52 52 48 58
69 69 69 91 71 71 64 64 65 69

74 74 72 72

91 91

§ - Este sistema nao foi satisfatoriamente equilibrado, provavel
mente devido a proporgao de seus componentes e a pureza dos
solventes usados, embora outros autores (1, 12) tenham reporta
do seu sucesso para fins similares, portanto foi usado apenas
o revelador Liebermann~Burchard para detectar os componentes

eluidos.
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TABELA 1ll1l. Valores de hRf dos componentes desenvolvidos no sistema
III. (Butanol:etanol:amonia 25%, 7 + 2 + 5).

Revela Amostras
dores Pog Pys P3q Py S30 S42 S41 Eyg E45 SBM SPB
a.§ 00 00 00 00 - - -- 00 00 00 00
5 5 5 61 24 24 24 25 8 10 10
10 10 10 91 38 38 38 35 32 21 21
19 19 19 43 43 43 98 48 34 50
28 28 28 48 48 48 57
32 32 32 51 51 51 95
35 35 35 55 55 55
40 40 40 58 58 58
43 43 43 70 70 70
§ 95 95 95
b. -- - - 00 - - - -- 00 -- -
11 6 6 45 5 5 5 7 11 19 10
22 11 11 55 12 12 12 19 15 34 38
27 16 16 88 21 21 21 27 19 43
35 20 20 33 33 33 34 27
28 28 41 41 41 34
31 31 45 45 45
40 40 47 47 47
50 50 50
53 53 53
59 59 59
71 71 71
85 85 85
§ 91 91 91
c. 32 32 32 63 41 41 41 00 00 32 34

§ a. Liebermann-Burchard
b. Acido Fosfotungstico

c. Sangue-Gelatina
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TABELA 12. Valores de hRf dos componentes desenvolvidos no sistema

IV (Butanol:piridina:agua, 6 + 4 + 3).

Reveladg Amostras
res P,g Pap P39 Py S3g S4p Sq Egq Egs SBM SPB
a.S — = == 00 == == -= 00 00 -- 00
47 47 47 74 63 66 66 55 55 36 66
66 66 66 89 66 73 73 66 66 50 74
74 73 77 17 61
77 66
85
b.d - == == 00 == -= == 00 00 -- --
40 40 40 74 39 39 39 20 20 35 68
63 63 63 89 56 56 56 31 31 47
69 69 69 63 68 68 55 55 54
74 68 73 73 63 63 60
73 67 67
c.d - em  m=  em em —=  —= 00 00 —- -
66 66 66 74 39 84 84 36 81
68 66
84
§

a. Liebermann-Burchard
b. Acido Fosfotungstico
c. Sangue-Gelatina
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TABELA 13. Valores de hRf dos componentes desenvolvidos no sistema

V (Clorofdormio:metanol:agua, 65 + 35 + 8)

Revela Amostras
dores P28 P42 P39 P3 530 342 541 E44 E45 SBM SPB
a.$ 00 00 00 00 =-- == == 00 00 00 00
7 7 7 98 18 18 18 49 35 4 3
14 14 14 29 29 29 11 17
18 18 18 39 39 39 15 25
20 20 20 50 50 50 22 36
36 36 36 59 59 59 28 88
a8 48 48 65 65 65 a1
51 51 51 717 711 N 53
55 55 55 77 717 17
70 70 70 82 82 82
77 717 77 89 89 89
g 91 95 95 95
b. 00 00 00 00 00 -—- -- 00 00 00 00
6 25 25 97 13 33 33 14 14 5 26
12 33 33 18 49 49 19 30 14 36
18 51 51 24 59 59 30 49 22 71
25 65 65 33 63 63 49 32 85
33 9 77 17 42
45 59 92 92 51
51 63 98 98
65 67
70 77
78 81
86
92
5 98
c. 00 00 00 00 - - - 00 00 00 00
14 14 14 98 59 59 59 15 25
20 20 20 72 72 712 20 36
36 36 36 92 92 92 29 86
98 41
55

§ a. Liebermann-Burchard
b. Acido Fosfotungstico

¢. Sangue-—-(Celatina
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TABELA 14. Valores de hRf dos componentes desenvolvidos no sistema

VI (Clorofdormio:acetato de etila:metanol, 4 + 2 + 1).

Revelg Amostras
dores P2as P42 P39 P3  S3g9 Sy Sy Eyy E4; SBM SPB
a, bY 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00
6 6 6 12 6 6 6 5 5 6
13 13 13 19 10 10 10 12 12
27 14 14 14
33 20 20 20
59 27 27 27
79 34 34 34
84 40 40 40
49 49 49
56 56 56
66 66 66
.80 80 80
c,S 00 00 00 00 -- =—-— -— 00 00 00 00
6 6 6 12 1 71 1 6 6 5

18 13 13 13
28 19 19 19
48 27 27 27
85 34 41 41
4] 80 80
50
56
80

§ a. Liebermann-Burchard
b. Acido fosfotingstico
Cc. Sangue-Gelatina

70



TABELA 15. Valores de hRf dos componentes desenvolvidos no sistema

VII (Benzeno:acetona:metanol, 5 + 5 + 1).

Revelg Amostras
dores P,g P2 P39 P,y S30 542 S41 E4qq Eyg SBM SPB
a,b§ 00 00 00 - 00 00 00 00 00 00 00
3 3 3 5 4 4 4 3 3 3 3
10 10 10 22 9 9 9 10 10 8
24 49 13 13 13 15 15
85 26 26 26 25 25
35 57 57
44 72 72
57 82 82
72
75
82
c,§ 00 00 00 -- - - - 00 00 00 00

5 5 12 12
50 12 36 36
25 55 55
36 70 70
55
70
82

§ a. Liebermann-Burchard
b. Acido fosfotungstico

¢. Sangue-Gelatina
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TABELA 16. Valores de hRf dos componentes desenvolvidos no sistema

VIII (Hexana:clorofdormio:acetato de etila, 5 + 1 + 1).

Revela Amostras
dores P28 P42 P39 P3 S30 S42 842 E44 E45 SBM SPB
a, b§ 00 00 00 00 00 00 00 00 00 -— -
23 23 23 29 4 4 4 27 27
45 ' 42 13 40 40 55 55
52 57 24 58 58 92
95 83 40 70 70
96 58 95 95
70
95
c,§ - - - -- - - - 00 00 - -
25 25 25 5 5 5 5 28 28
54 54 54 31 25 25 25 56 56

43 43 43

§ a. Liebermann-Burchard
b. Acido fosfotiungstico
c. Sangue-Gelatina.
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TABELA 17. Valores de hRf dos componentes desenvolvidos no sistema

IX (Benzeno:clorofdormio:acetona, 4 + 2 + 1).

Revela Amostras
dores P28 P42 P39 P3 S30 542 S42 E44 E45 SBM SPB
a, b§ 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00
21 12 4 4 4
18 8 8
32 14 14 14
65 19 19 19
75 39 91 91
87 47
60
69
77
91
c,§ 00 00 00 00 -- - -- 00 00 00 00
22 7 8 8 8

13 14 14 14

30 26 26 26

89 38 38 38
69 90 90
90

§ a. Liebermann-Burchard
b. Acido fosfotungstico

c. Sangue-Gelatina
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TABELA 18. Comparagao dos resultados obtidos com os métodos tenta

tivos para a detecgao das saponinas da quinua.

Altura da Hemblise El% Cromatografia em

Amostra espuma lem camada delgada(§)
(mm) (%) (470mm) (a) (b)
P28 12,0 30,20 44,8 12 4
Py, 10,0 100,67 3,6 11 4
Pyg 13,0 27,52 0,8 11 4
P3 0,0 62,42 - 2 2
530 0,0 177,18 - 11 4
842 0,1 105,36 - 11 3
S41 0,0 71,82 - 11 3
E44 25,0 79,19 44,8 2 1l
E45 2,0 80,54 68,8 2 1
SBM 15,0 100,00 1,0 8 6
SPB 9,0 69,80 11,0 6 4

§ - Numero de compostos desenvolvidos no sistema V (Clorofdormio;
metanol; agua, 65 + 35 + 8), usando os reveladores: a) Lieber

mann-Burchard, b) Sangue-Gelatina.
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Da simples contagem das manchas cromatograficas formadas pe
las amostras e padroes nos nove sistemas de desenvolvimento, pode
-se observar que, nos sistemas I, IITI e V, as amostras P28’ P24,

e SBM e SPB mostraram o maior numero de manchas, sen

P3gr Eygq © EBysy
do que o nimero mdximo correspondeu a amostra P,g Do sistema V.

Esses fatos sugerem que, dada a polaridade dos solventes,
as amostras contém componentes de natureza relativamente polar.
No entanto, as amostras P3, 830, S42, e S41 que apresentaram maior
nimero de manchas com os sistemas menos polares VI, VII, IX, con
tém componentes de natureza nao polar.
| Sendo bem conhecido o fato das saponinas serem compostos po
lares, € de se esperar que os extratos P28’ P42, P39, E44 e E35
possuam saponinas, o que foi verificado pelas propriedades hemoli
santes que suas manchas apresentaram.

Se bem que os extratos considerados como nao saponideos (P3,
S30, 842 e 541) também apresentaram alguma atividade hemolisante ,
oS mesmos nao mostraram manchas, de forma geral concordantes com
os padroes SBM ou SPB nos seus valores de RF, como pode ser obser
vado na parte "C" das tabelas 6 a 14. O oposto por outro lado, fi
cou evidenciado que existe concordancia entre os valores de Rf de
algumas das manchas dos extratos polares e das saponinas-padrao.

As saponinas-padrao SBM e SPB apresentaram duas ou mais
manchas em quase todos os sistemas de desenvolvimento, o que indi
ca que tais "padroes" s3ao misturas de saponinas, confirmando assim
o ja estabelecido a respeito de SBM (40). A falta de coinecidencia

entre as manchas produzidas por cada padrdo € também indicagao de

diferentes inerentes as duas saponinas.

75



Entre os sistemas testados, o sistema V (clorofdormio: meta
nol; agqua, 65+35+8) foi o que melhores resultados forneceu, e foi
neste sistema que as diferengas foram bem marcantes entre as amos
tras e padrdes, dando sempre valores mais precisos. Entre os fato
res aos quais pode-se atribuir a precisdo dos resultados estao: o
bom equilibrio do sistema, devido 3 proporgao de seus componentes
e a polaridade do solvente em relaqao a dos componentes da amostra.
O mesmo sistema é frequentemente empregado na cromatografia das sa
poninas, s& que as proporgoes clorofdérmio:metanol:agua variam as
vezes, dependendo da pureza dos solventes ou da temperatura do
meio-ambiente (1, 10, 128, 66, 27).

Mesmo nao sendo conhecido como especifico para todo tipo de
saponinas (1, 128, 32), o reagente de Liebermann-Burchard produz
os melhores resultados devido 3 sua maior sensibilidade e & niti
dez e estabilidade das manchas.

Cabe ressaltar que o revelador sangue-gelatina, pela sua
sensibilidade e a sua facilidade de uso constitui, ainda, o melhor
revelador ou detector, nao sendo perfeito apenas pela interferén

cia que apresentam algumas impurezas.

4.2.3. Fracionamento

A quantidade de 0,50 g do padrdao SBM e uma aliquota de
20.00g do extrato de quinua insolivel em éter, denominada P,ogr fo
ram fracionados por cromatografia em coluna (item 3.4.6), dando os

resultados apresentados nas tabelas 19 a 24.
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TABELA 19. Distribuicao e concentragao relativas dos componentes

das fragoes do SBM, demonstradas por cromatografia em

Camada delgada.

Tubos ~ Rf dos Componentes Detectados *
Fragao

Nes 0,00 0,04 0,09 0,15 0,20 0,28 0,39 0,53
1-7 I - - - - - - +++
8-17 II - - - - +++ +++ +++
18-20 III - - - ++4+  ++++ ++ -
21-37 Iv - - - ++++ ++ - -
38-54 \Y - - ++++ 4 - - -
55-61 VI - ++++ ++++ - - - -
62-110 VII ++++ 4+ - - - - -

111-151 VIII ++ +
Sistema de desenvolvimento: cloroformio:metanol:agua (65 + 35 +

8) , Revelador: Libermann-Burchard.
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TABELA 20. Distribuigao e concentragdes relativas, dos componentes das fragoes

monstradas por Cromatografia em camada delgada.

do extrato P

8’ de-

*
Rf dos Componentes Detectados

Tubos Fracdo

Nes 0.00 0.07 0.14 0.18 0.22 0.32 0.45 0.52 0.59 0.70 0.79  0.92
1-7 A - - - - - - ++ ++ ++ ++ +++ +++
31-50 B - - - - - ++++ +++ +++ +++ +++ +++ ++
51-85 C + - - ++ ++++ 4+ ++++ +++ +++ ++ +++ ++
86-105 D ++ - 44+ dtddt e +++ +++ +++ ++ + +

106-290 E +++ ++++ +++++ . e 4t +4++ +++ ++ + - -

291-320 F +++ +4+++ ++++4+ ++4++ +++ +++ ++ ++ + - - -

Sistema de desenvolvimento;

clorofdrmio:metanol:agua (65 + 35 + 8), Revelador: Sangue-Gelatina.



TABELA 21. Distribuicao e concentragoes relativas, dos componentes
das fragoes da SBM, demonstradas por cromatografia em
camada delgada.

Tubos Fraqées Rf dos Componentes Detectados *

Nes 0.00 0.15 0.20 0.29  0.41  0.55
1-7 I - - - - - +
8-17 II - - - - +++++ +

18-20 III - - - ++++ ++++ -
21-37 Iv - ~ +++++ -+ - -
38-54 \Y - +++++ ++++ - - -
55~-61 VI - - - - - -
62-110 VII - - - - - -
111-151 VIII - - - - - -

*
Sistema de desenvolvimento; clorofdormio:metanol:agua (65 + 35 + 8),

Revelador: Sangue-Gelatina.
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TABELA 22: Distribuigdo e concentragoes relativas, dos componentes

das fragoes do extrato P28' demonstradas por cromatogra

fia em camada delgada.

*
Rf dos Componentes Detectados

Tubos Fragao

Nes 0.00 0.14 0.20 0.32 0.58
1-30 A - - - - +
31-50 B - - - +++ ++
51-85 c - - +4+ ++ +
86-105 D + ++ +++ ++ +

106-290 E +++ ++++ +++++ +++ +

291-320 F +4+++ +++ ++ + -

*
Sistema do desenvolvimento; clorofdérmio; metanol; agua (65 + 35

+ 8), Revelador: Sangue-Gelatina.
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TABELA 23. Concentragdes relativas, dos componentes das sub-fragoes da fragcao E, demonstradas

por cromatografia em camada delgada.

*

Rf dos Componentes Detectados

Tubos Fragao
Nes 0.00 0.04 0.09 0.15 0.18 0.25 0.32 0.44 0.52 0.59 0.67
46-55 E, - - - - - - - - - - +
56-65 E, - -- - - - - - - - ++ +++
66-85 E,g - - - - - - - - ++  +++t +
86-95 E, - - - - - - - ++ ++++ +++ -
96-125 E5 - - - - - +++ 4+ ++++ +++ + -
126-179 EG - - - - + ++4++ +++ + - -
180-269 E, - - - - ++++  ++++ +++ + - - -
270-310 E8 - - - +++ +++ ++ - - - - -
311-360 Eg - + ++ +++ ++ + - - - - -
361-500 Elo + +++ ++++ ++++ + - - - - - -
501-509 Ell ++ ++++ ++ + - - - - - - -
510-545 E12 +++ ++ + - - - - - - - -
546-800 E 5 +++ - - - - - - - - - -
* sistema do desenvolvimento; clorofdrmio; metanol; dgua (65 + 35 + 8) Revelador:

Burchard.
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TABELA 24. Concentragoes relativas demonstrados por cromatografia

em camada delgada das sub-fragoes da fragao E.

Rf dos Componentes Detectados

Tubos _
Fragao
N?s 0.00 0.09 0.18 0.26 0.32 0.44 0.60
26-55 E - - - - - - -
56-65 E, - - - - - - +
66-85 E, - - - - - - 4+
86-95 E, - - - - - + i+
96-125 Eg - - - ++ ++++ +++ +
126-179 E6 - - + ++++ +++ + -
180-269 E, - - +++ ++ + - -
270-310 E8 + +++ ++ + - - -
311-360 E9 ++4++ ++++ + - - - -
361-500 Elo + et + - - - -
501-509 E;p + - - - - - -
510-545 E12 ++ - - - - - -
546-800 E;;3 + - - - - - -

* -
Sistema de desenvolvimento; clorofdrmio; metanol; agua (65 + 35

+ 8),

Revelador: Sangue-Gelatina.
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O perfil de fracionamento do padrao SBM apresentado nas ta
belas 19 e 21 sugeriu que a relacao de 50:1 de adsorvente para
amostra, numa coluna de 30 x 2 cm, foi adequada para Os NOSsOS pro
pésitos; a detecgdo de oito componentes com O reagente Liebermann-
Burchard e de cinco componentes com O reagente sangue-gelatina in
dica que, pelo menos, trés componentes com Rfs de 0,00, 0,04 e
0,09 respectivamente sao de natureza diferente das saponinas e que
as acompanham como contaminantes.

A detecgao de cinco componentes que causaram hemdlise na
placa vem a confirmar que este padrao (SBM) € uma mistura de sapo
ninas (40).

0 padrao SBM, antes de ser submetido ao fracionamento, apre
sentou um componente de Rf 0,00 que hemolisou as hemacias na placa,
mas nao foi detectado depois do fracionamento na coluna. Isto suge
riu que o fracionamento favoreceu o desenvolvimento e separagao
dos componentes na camada delgada; assim, o componente com Rf 0,00
que antes apresentava hemolise depois do fracionamento, nao apre
sentou tal caracteristica, indicando contaminagao com componentes
de poder hemolitico.

A amostra P28’ cuja procedéncia & explicada no diagrama 1,
foi submetida a fracionamento devido ao fato de ela possuir carac
teristicas similares as das saponinas, ainda com maior expressao
dentro de outros extratos, que também apresentaram componentes com
as caracteristicas das saponinas.

A relagao 10:1 de adsorvente para amostra P28 numa coluna
de 55 x 4 cm, cujo perfil de fracionamento se da nas tabelas 20 e

22, foi feita para eliminar algumas fragoes com componentes que
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nao apresentaram positividade para a hemolise e para obter, desta
forma, um menor numero de componentes numa fracao que preenchesse
as caracteristicas das saponinas da amostra P28’ isso se obteve na
fragdo E, a qual foi fracionada numa relagao de 50:1 de adsorvente
para amostra numa coluna de 55 x 4 cm.

A distribuigdo e concentragoes relativas dos componentes
das sub-fragbes da fragao E apresentadas nas tabelas 23 e 24 mos
traram um perfil de fracionamento que sugeriu que a relagao de de
50:1 de adsotvente para amostra e o volume de coleta foram adequa
dos, embora se tenha fragoes que apresentaram mais de um componen-
te, provavelmente devido ds condigoes de fracionamento que nao fo
ram Otimas, porem podé-se assumir que cada sub-fragao possui um
dos componentes em maior concentragao.

Dos onze componentes deteéfados com o reagente Liebermann-
Burchard (tabela 23), somente sete (tabela 24) apresentaram reagao
positiva com o reagente sangue-gelatina, o que permitiu supor que,
tanto a fragao E como o extrato P28 e, por sua vez, a quinua varie
dade Kancolla, apresentam sete componentes que hemolisam as hema
cias na camada delgada, sendo provavelmente os mesmos de natureza
saponosidea.

O fracionamento do extrato P28 témbém aumentou a facilidade
com que se separaram seus componentes. Antes do fracionamento, por
exemplo, o extrato acusava quatro manchas com poder hemolitico (ta
bela 13), as quais passaram para cinco depois da primeira coluna
(fragao representativa E, tabela 22) e para um total de sete de
pois da segunda coluna (tabela 24).

O emprego do gradiente de solventes foli para eluir os compo
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nentes com menor Rf que, apesar de apresentarem forte positivida
de ao reagente de Liebermann-Burchard, deram apenas tragos de hemé
lise, provavelmente devido & contaminagao com os componentes de
maior Rf e alto poder hemolisante.

0 fato de os sistemas de eluigio HCC13:MeOH:H20 e Me:Hzo,ag
sim como da silica gel G terem sido usados para purificar saponi
nas triterpénicas por outro autores (136, 66, 139, 27, 13, 465, su
gere que os componentes com caracteristicas de saponinas aqui de

tectadas sejam de natureza triterpénica.

4.2.4. Hidrdlise das saponinas e extragao das sapogeninas

Ccom base nos resultados apresentados nas tabelas 19, 21,
23 e 24, selecionaram-se as fracoes I, II, III, IV e V da SBM, as
sub-fragoes Eyr Eg, Eq, Egs By e Epy da fragao E, extrato P,o e
a saponina esterdide Digitonina para a hidrdlise.

As amostras e padrOes foram previamente secados a vacuo, co
mo aparece descrito no item 3.4.7, registrando-se Os pesos que apa
recem na tabela 25.

Em seguida as mesmas foram dissolvidas no meio da hidrolise
composta por Dioxano:agua (1l:1) que, segundo alguns autores (35,
83), proporciona as melhores condigdes para a hidrdlise das saponi
nas. Outros autores, porém, tém usado o Dioxano:Benzeno (66), Meta
nol (27), Etanol:agua (93), ou simplesmente aqua (81).

A temperatura e o tempo da hidrdlise (110°%c por 6 horas) fo
ram estabelecidos como pardmetros sujeitos 3 modificagao, sem  se

pretender otimizd-los nesta pesquisa. Geralmente o tempo da hidrd
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lise varia em fungao da temperatura e do meio da reagdo, assim, po
de-se empregar por 1 hora a ebuligao vigorosa (35, 83), 110°¢ por
12 horas (66), 80°c por 3 horas (27) refluxo por 60 horas (93),etc.

0 agente hidrolisante empregado aqui foi o acido sulfirico
12 N, também usado por outros autores (35, 83), embora outros auto
res prefiram o HCl1l a 12% (93), acido sulfarico a 5% ou 12% (66,81)
e, até acido oxdlico a 10% (27).

ApOs a hidrdlise, extrairam-se as sapogeninas com clorofdr-
mio, como foi descrito no item 3.4.8.

Durante a extragao, invariavelmente apareceu uma interfase
nas fragoes e no padrao (interfase I, Diagrama 2) de aspecto resi
noso e insolivel em agua, metanol, benzeno e etanol; tratando-se
possivelmente de huminas ou produtos de degradagdo dos carboidra-
tos, como ja fora sugerido por outro autor (5). Ficou claro, por
tanto, que nessas condigoes de hidrdlise ndo seriam as mais  apro
priadas, caso estivéssemos interessados na determinagao quantitati
va dos agucares constituintes das saponinas. O meio Dioxano:agua é
vantajoso para a recuperagao das sapogeninas em virtude da pouca
solubilidade que oferece as mesmas, uma vez qﬁe sao liberadas na
hidrodlise.

No passo seguinte de lavagem feita a base de solugao clo-
roformica com NaHCO3 a 2% para eliminar intérferentes de natureza
fendlica ou alguns pigmentos (37, 144), houve a formagao de outra
interfase (interfase II, Diagrama 2). Devido 3 possibilidade desta
interfase conter sapogeninas triterpénicas (37), a mesma foi sepa
rada, lavada com agua para eliminagao dos restos de bicarbonato de

so6dio, e depois secada para verificacao posterior por camada delga
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TABELA 25. i'esos das fragoes e do padrao Digitonina usados na  hi
drolise e, peso e porcentagem de suas respectivas inter

fase 11I.

. Peso das Fra- Peso da Inter Porcentagem da

Fraqo?s € ¢oes e Padrao fase 1719 Interfase II
Padrao (9) (a) (%)

E3 0.0345 0.0015 4.35

E5 0.0725 0.0010 1.38

E7 0.2638 0.0019 0.72

Eg 0.0718 0.0018 2.51

ElO 0.1280 0.0020 1.56

E12 0.1697 0.0033 1.94

I 0.2356 0.0016 0.68

II 0.1031 0.0011 1.07

ITT 0.0498 0.0013 2.61]

v 0.1445 0.0010 0.69

\Y 1.1466 0.0030 2.05

P28 1.0000 0.0131 1.31
Digitonina 0.1000 0.000 0.0

( ; R s : - .
' hbadas as baixas quantidades recuperadas, o erro & relativaments

alto.



da.

A interfase 1I apresentou-se em todas as sub-fragcoes do ex

trato P28 e da SBM, sendo que o extrato proprio P28 a produz em
maior quantidade (tabela 25). Esta constituiu a primeira indica
¢ao da natureza triterpéenica (37) das saponinas da quinua, assim

como da SBM (sobre a qual nao foi possivel obter informagao alguma
do fabricante). Como era de se esperar, a digitonina nao apresen

tou a interfase II.

4,2.5. Detecgﬁo das sapogeninas por cromatografia em camada delga-

da.

Para selecionar o sistema de desenvolvimento a ser emprega
do, testaram-se os sistemas descritos no item 3.4.9, utilizando co
mo padrdo o acido oleandlico e, como revelador, o reagente de Lie
bermann-Burchard. O melhor desenvolvimento foi obtido com o siste
ma clorofdérmio:metanol (9,3:0.7), cujos resultados sao apresentados
nas tabelas 26 e 27 frente ao padrao dcido oleandlico.

A tabela 26 apresenta os diferentes produtos agluconicos
(ou sapogeninas) formados durante a hidrdlise das cinco fragcoes da
saponina branca merck (SBM) , de cada fraqSo e sua respectiva inter
fase II e dos produtos da digitonina (Digitonina-Sg). De forma ané
loga, a tabela 27 contém os produtos das sub-fragoes Ey, Eg, E /Eqg,
ElO’ e E12' do extrato P28’ da digitonina-Sg e de suas correspon
dentes interfases II.

O icido oleandlico foi escolhido como padrao por ser uma

das sapogeninas das mais conhecidas e por estar amplamente distri
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TABELA 26. Cromatografia em camada delgada: componentes agluconicos presentes nos hidrcl:isados das

fragoes

da SBM. Como comparagao, apresentam-se a digitonina hidrolisada e o acido oleandlico. Solvente:

CHC13:MeOH (9,3 + 0,7). Revelador: Liebermann-Burchard. Os signos representam a concentracao re-

lativa.

Amostras Rf dos Componentes Detectados

Padiées 0.00 0.06 0.09 0.12 0.14 0.17 0.18 0.21 0.27 0.29 0.33 0.42 0.45 0.57 0.62 0.77

I + - - - - - - +4++ - ++ +++ - - ++++ - +4++++

Interf.II-I + - - - - - - - - - - - - - - -
SII - - - - - - - - ++ - +4+++ - ++4+  ++ +++4+

Interf.II-IT ++ - - - - - - + - - - + - - - -

I1I ++ - + +++ ++ - - - - + ++ - ++ ++ ++ +

Interf.1II-III + - - + - - - - - - - - + - - -

Iv +4+4 - + +4++ + - - - - ++ + - ++ + + ++

Interf.II-IV + - - - - - - - - - - - - - - -

v +++ - + ++ - - ++ ++ - + ++ - +++ - - +

Interf.II-Vv ++ - - - - - - - - - - - +4 - - -

Digitonina SG +++++ ++ ++ - - ++ - - +4+4+++ - - - ++ - - -

Acido Oleand-

lico - - - - - - - - - - - - PRI + -
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TABELA 27. Cromatografia em camada delgada: Componentes agluconicos das sub-fragoes "E" e das saponinas-

padrao hidrolisadas usando um sistema de desenvolvimento HCC13:MeOH (9,3 + 0,7) e revelando

com O reagente Liebermann-Burchard: Os signos representam a concentragéo relativa.

Amostras e Padroes

Rf dos Componentes Detectados

0.00 0.04 0.06 0.08 0.09 0.14 0.17 0.18 0.27 0.29 0.34 0.45 0.62 0.79
Eq ++ - - +++ - ++ - - - + - ++ - +4++
Interfase II-E3 + - - - - - - - - - - + - -
Eg + - - - - ++ - ++ - ++ - ++ + +++++
Interfase II-E5 + - - - - - - + - - - + - -
E, ++4+td - - - - +++ - - - + - ++ +4+ +++++
Interfase II-E7 ++ - - - - - - - - - - - - -
Eg ++ - - - - - - - - ++ - +++ +4++ ++
Interfase II-E9 + - - - - - - - - - - + - -
Eio ++ - - - - - - - - +++ - +++ ++ +++
Interfase II-E10 + - - - - - - - - - - + - -
E;, +++ - - - - + - - - +++ - ++ ++ +4++
Interfase II-E12 + - - - - - - - - - - - - -
Pog +++44+ + - + - ++++ - ++++4+ - +++ + +++++ + +++
Interfase II-28 +++td - - - - - - +4++ - - - ++ - -
Digitonina-SG +++++ - ++ - ++ - ++ - ++4++ - - ++ - -
Acido Oleandlico - - - - - - - - - - - e+ + -




pbuida dentro das saponinas triterpénicas. Seu desenvolvimento cro
matografico, que apresentou manchas a Rf 0,45 (principal) e RE
0,62, demonstrou niao ser de alta pureza, como ja tinha sugerido o
fornecedor (69).

Da tabela 26 podemos concluir que as cinco fragcoes da SBM
que produziram hemdlise geraram entre cinco e dez sapogeninas ca
da uma, indicando que a composicdo desta saponina € complexa. £
interessante, por exemplo, notar o fato da fragéo I apresentar
apenas uma mancha com poder hemolitico (tabela 21), ao passo que a
hidrdlise dessa "saponina" aparentemente revela que nela existem
até cinco sapogeninas (tabela 26). Frente a digitonina, as diferen
cas mais marcantes foram a ausencia de uma intensa mancha no Rf
0,27 e a baixa quantidade de componentes de alta polaridade em re
lagao ao solvente, evidenciada pela baixa intensidade da mancha
na origem (Rf 0,00).

Foi evidente que, tanto as fragSes III, IV e V, assim como
a digitonina, apresentaram manchas detectdveis na posigao do acido
oleandlico, sugerindo que, embora a digitonina seja considerada co
mo uma saponina eminentemente esterdide, possa esta conter peque
nas quantidades de geninas triterpénicas. Foi necessario observar
que a cor da mancha foi diferente & do acido oleandlico amarela
em vez de roxa), podendo ainda se tratar de outro componente dife
rente do A0, como se verda depois. Observou-se também que na mesma
tabela, as interfases II das fraQGes III e V, por sua vez, acusa
vam a presenca do suposto dcido oleandlico, fato que também se re
gistrou com as interfases II dos extratos da quinua.

As diferengas anotadas entre as geninas da SBM e da digito
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nina foram novamente observadas entre esta ultima e os extratos da
quinua (sub-fragoes E e extrato P28)' Alem da mancha predominante
na origem (Rf 0,00) e a que aparece na posicao do AO (Rf 0,45),es
tes dois tipos de saponinas nao tiveram mais componentes em comum.

No entanto a mancha correspondente a AO esteve presente em
todas as sub-frag¢oes E, no extrato P28 e na maioria das interfases
II.

Nao foi possivel, com o sistema de solventes usado, resol
ver quaisquer misturas de componentes que pudessem estar presentes

nas manchas de polaridades extremas, ou seja de Rf 0,00 e 0,79.

4.2.6. Cromatografia gas-liquida dos derivados das sapogeninas.

Com base nos resultados apresentadosﬁhas tabelas 26 e 27,se
lecionaram-se os extratos cloroformicos dos hidrolisados das se
guintes amostras: O extrato P,g e sua interfase II, as sub-fragoes
E4, Eg e E;,, a SBM e sua fragdao I e o acido oleandlico (AO) para
uma posterior analise por cromatografia gasosa. Os correspondentes
trimetilsilil e trifluorocacetil derivados foram sintetizados e cro
matografados como foi descrito nos itens 3.4.10 e 3.4.11 respec
tivamente.

A tabela 28 identifica e resume as condigOes experimentais

de cada um dos onze cromatogramas subsequentes.
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TABELA 28. Identificagdo dos cromatogramas dos trimetilsilil (TMS)

derivados, apresentados nas figuras 2 atée a 12.

Cromato Ccodigos dos

T™S-derivados

Coluna
grama

Especificagoes

1 AO 3% SE-30

28 SE-30

28 3% SE-30

ov-17

28 ov-17

6 II-P 3% OV-17

28
3% ov-17
ov-17

10 ov-17

10 SBM 3% ov-17

11 Digitonina 3% OV-17

-

0,2 ul da mistuEa (AO + BSTFA) ,
isoterma de 285°C,
a = X8, r = X10

0,2 ul da mistuga (P28*-BSTFA),
isoterma de 285°C,
a = X8, r = X10

0,2 ul da mistura (AO+ BSTFA) +
(P28 + BSTFA) na proporgag de
0,5 +1; isoterma de 285 C,

a = X8, r = X10

0,2 ul da mistura 6A0+-BS$FA),
programagao de 220 - 275°C,
39/min.

a =X8, r = X10

0,2 ul da~mistu5a
programagao 220
a= X8, r = X10

0,2 ul da mistura éII—P28+BSTFA)
programacao de 200 - 27506C, 39/
min. a = X8, r = X10

0,2 ul da~mistura 6E3+ BSEFA),
programagao de 220" = 275°C,3¢/
min. a = X8, r = X10

0,2 ul da mistura éE9+ BSEFA),
programagao de 220" = 275°C, 3¢/
min. a = X8, r = X10.

0,2 ul da mistura (§ ot ParidiBa
+ BSTFA), programaqa& 220 -275"C,
39/min. a = X8, r = X10

0,2 ul da mistura (SBM+BSTFA{Pi
ridina), programagao 220-275°C,
39/min. a = X8, r = X10

0,2 ul da mistura (Digiton18a+
BSTFA) , programagao 220-275°C,
39/min. a = X8, r = X10.

(P2g + BSTFA) ,
- 275, 39/min.
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FIGURA 2. CROMATOGRAMA 1: DERIVADOS TMS DO AO, 3% SE-30, 285°C
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FIGURA 3. CROMATOGRAMA 2: DERIVADOS TMS DO Pog, 3% SE-30, 285°C.

95



AO

1 1 A 1 | 1 1

minutos
o 8 10 18 20 28 30

FIGURA 4. CROMATOGRAMA 3: MISTURA DE DERIVADOS TMS DE AO E Pog, 3%
SE-30, 285°C.
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FIGURA 5. CROMATOGRAMA 4: DERIVADOS TMS DO A0, 3% OV-17, 220°C-275°C, 3°/MINUTO.
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FIGURA 6. CROMATOGRAMA 5: DERIVADOS TMS DO Pag . 3% OV-17, 220°-275°G,3%/MINUTO.
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FIGURA 8. CRONOGRAMA 7: DERIVADOS TMS DA Eg, 3% OV-17, 220°-275°C, 3°/MINUTO.
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FIGURA 9. CROMATOGRAMA 8: DERIVADOS TMS DA Eg. 3% OV-17, 220° 275°C, 3°/MINUTO.
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FIGURA 10. CROMATOGRAMA 9: DERIVADOS TMSDA Eqp. 3% OV-17, 220°-275°C, 3°/MINUTO.
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FIGURA 11. CROMATOGRAMA 10: DERIVADOS TMS DA SBM, 3% OV-17, 220°-275°C, 3°/MINUTO.
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FIGURA 12. CROMATOGRAMA 11: DERIVADOS TMS DA DIGITONINA (EXTRATO SAPOGENINAS), 3% OV-17,
220°-275°C, 3°/MINUTO.
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Os cromatogramas N? 1 e 2 sao corridas isotermas do AO e do
hidrolisado do extrato P28' Pode-se observar que os tempos de re
tencao (15,5 min) para o AO e o pico principal (64%, normalizagao
interna) do extrato da quinua foram iquais nos dois casos.

No cromatograma N? 3 constatou-se a presenga de um Unico pi
co cromatografico (t; = 15,5 min.) quando a amostra injetada con
sistiu de uma mistura do extrato TMS-P,, e o TMS-AO. Este ~-resulta
do, confirmado mediante programagao térmica na coluna OV-17 (croma
togramas N? 4 e 5), estabeleceu que o comportamento cromatografico
da sapogenina principal da quinua Kancolla & idéntico ao do acido
oleandlico.

A interfase II do extrato P,g, a qual se esperava estives
se composta principalmente por sapogeninas triterpénicas (37),apre
sentou dezoito picos fracos, discerniveis no cromatograma N9 6 con
tra tres manchas reveladas na camada delgada (tabela 27). Em virtu
de do namero de picos e do fato de AO aparecer em quantidades rela
tivamente pequenas (15,5%, normalizacao interna) no cromatograma ,
confirmou-se a superioridade do teste gas~cromatografico e concluiu
-se que a interfase II nao tem potencial como via de purificagao
do AO.

Ja nos perfis cromatograficos com témperatura programada
descobriu-se que o hidrolisado do extrato P28 esta composto de 12
geninas sililaveis, das quais o AO constitui 64%, depois da norma
lizagao interna.

Nos cromatogramas N? 7, 8 e 9, correspondentes as sub-fra
goes Ej, Eg e E . pode-se ver o efeito do fracionamento, em colu

na, da fragao "E" das saponinas da quinua. O aumento progressivo
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da propor¢ao do AO com respeito a uma genina nao identificada (t£=
7,5 min.) foi registrado claramente pela gas-cromatografia dos de
rivados TMS, nao ocorrendo o mesmo através da camada delgada das
geninas livres (tabela 27). Nesta comparacao dos dois testes croma
tograficos, deve também ser levado em conta o erro relativamente,

grande, relacionado ao manuseio de quantidades da ordem de 0,1 mg.

O cromatograma N9 10 apresenta o perfil dos derivados TMS
que constituem as geninas sililaveis da SBM. Um pico discernivel
aos 28 min. comprovou a presenga do AO, embora em quantidades mui
to baixas, como ja tinha sido observado na tabela 26. Quanto aos
cinco picos de tempo de retengao mais escasso e de menor expres
sao, pareceu existir certa coincidencia. O maior dos componentes
da SBM 4t£ = 35 min.), porém, foi tipico desta saponina.

Como era de se esperar, houve pouca similaridade entre o
perfil de sapogeninas encontrado na quinua e na digitonina (croma
tograma 11). Por um lado, o pico predominante nesta altima foi o
de maior tempo de retengao, nao revelando a presenga do AO e pare
cendo coincidir com apenas trés picos de menor tempo de retengao,
dos quais sO existem tragos na digitonina.

A qualidade e confiabilidade da cromatografia gasosa na
deteccdo e estimagdo das sapogeninas da quinua mediante a sintese
de seus trimetilsilil derivados foi evidente. O acido oleandlico é
aparentemente a saponina mais abundante, correspondendo a um total
de 79,5% das sapogeninas da quinua Kancolla.

Sequndo as nossas experiéncias, foi vantajoso utilizar a co
luna OV-17 com programacgao térmica para a obtengao de perfis mais

completos, embora as condig¢oes ficassem determinadas para a estima
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¢ao do AO, usando-se a coluna SE-30 com eluicdo isotérmica.

A sililagao com o BSTFA (N,0-bis(trimetilsili)-trifluoroace
tamida) também foi favorivel devido a rapidez de eluigao de seus
derivados e a baixa acumulagdo de silicio no detector. Foi necessa
rio, porém, limpar periodicamente o detector, usando alta tempera
tura.

A formagao dos trifluoro acetil derivados, com anidrido tri
fluoroacético, n3o foi bem sucedido. Uma vez que, nao se obtiveram
cromatogramas com picos integraveis nem para as amostras nem para
o padrdo AO tanto na coluna SE-30 como na coluna OV-17. Talvez es
te resultado se deva a hidrélise do agente acetilante ou a dos pro
dutos, que poderiam conter tragos de umidade antes ou depois da

acetilagao respectivamente.

4.3. TESTE QUALITATIVO PARA CARBOIDRATOS

Os testes qualitativos de antrona e de Molish foram reali-
zados nas fases aquosas dos hidrolisados como foi descrito no item
3.5. Estes resultados sao apresentados na Tabela 29.

Tanto as fases aquosas das saponinas "padrao” (SBM e digito
nina), como do extrato P28 e suas respectivas sub—fraqSes "E" ,
reagiram positivamente, demonstrando a presenga deste produto da
hidrblise. Existe, porém, a possibilidade de contaminagao com car
boidratos livres do grao, especialmente no extrato P28‘ A probabi
lidade de contaminagao das sub-fragoes "E" e de qualquer uma das

fraqaes da SBM ou da digitonina p.a e, no entanto, muito baixa.
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TABELA 29. Concentragoes relativas dos aglcares supostamente libe

rados durante a hidrolise das saponinas.

Amostras Teste da antrona Teste de Molish
E3 ++ +++
++ ++
Eg
E7 +++ ++++
7 + ++
Eq
< +
Llo ++
+
E12 +++
SBM-1I + +++
II ++ +++
III ++ +++
v ++ +++
A4 ++ +++
+4++++
P28 +++++
Digitonina +++ +++
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Estes resultados dao subsidios & suposigdo inicial e aos
testes afrosimétricos, hemoliticos, etc., de que os extratos e
suas fragoOes contém as substancias naturais denominadas saponinas.
Por outro lado, a presencga dos agiicares como produto da hidrdlise
confirma indiretamente que as substancias determinadas por gés-cfg
matografia sao as sapogeninas. Cabe ressaltar que o teste da antro
na & considerado de grande utilidade na detecgao das hexoses, pen
toses e acidos urdnicos (5, 37, 107), glucosideos muito comuns nas

saponinas.

4.4. DETERMINAGAO DA CURVA-PADRAO DO TRIMETILSILIL (TMS) DERIVADO

DO ACIDO OLEANOLICO (AO).

Obteve-se uma curva-padrao do TMS-AO, apresentada na figura
13, seguindo-se os procedimentos de derivatizagao, detecgao gas-
cromatografica e a quantificagao descritos os itens 3.4.10, 3.4.11
e 3.4.12.

As condigoes para a cromatografia gasosa aparecem na tabela
28 (RO, cromatograma 1) e a determinacao quantitativa foi feita,
calculando-se a area (hbo’s) do pico.

Houve uma alta correlagao (r = 0,9862) entre as concentra
g5es dos derivados e suas respectivas areas, indicando que as con
centragoes testadas ficaram dentro da linearidade do detector e
que as duas variaveis estao relacionadas mediante coeficiente

de regressao b = 374,29 mm2 microgramas-l.
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FIGURA 13. CURVA-PADRAQ DO DERIVADO TMS DO
ACIDO OLEANOLICO.
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4.5. AVALIAGAO DE METODOS GAS-CROMATOGRAFICOS PARA DOSAGEM DO AO

(sob a forma de TMS-AO) EM GRAOS DE QUINUA-KANCOLLA.

Extragoes foram realizadas através do método de Kernan et
al (70) e dos procedimentos propostos neste trabalho, descritos
no {tem 3.6 e no Diagrama 4, obtendo-se os cromatogramas 12, 13 e
14 (Figuras 14, 15 e 16). Na tabela 30 aparecem as porcentagens de

AO e a porcentagem de saponinas.

TABELA 30. Niveis de acido oleandlico (AO) e porcentagem inferida

de saponinas da quinua-Kancolla, segundo quatro procedi

§

mentos de extragao”.

MEtodo Area do pico $ AO do grao % Saponina do grao
pico do TMS:AO (B.U.) (B.U.)
(mm?)
Kl 112,75 0,0377 1,60
K, 0,0 0,0000 0,00
Wl 138,00 0,0461 1,96
W2 390,00 0,1303 5,53

'§ Os resultados sao médias de duas extracgoes.

Explicagao:

$ a0 = 8O x 100

800
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A0 = quantidade (microgramas) de acido aleandlico obtida
da curva-padrao.
800 = quantidade (microgramas) de amostra no volume de in

jegao.

$ Saponina = 42,4405 x % AO (como saponina total)

5,53
0,1303

42,4405 =

5,53 = porcentagem das saponinas totais (P28 + P42),
discutida no Item 4.2.1.
0,1303 = porcentagem do AO obtido com o método W2, que

revelou o maior teor de AO

Na tabela 30, observa-se que a maxima recuperagao de acido
oleandlico foi atingida mediante a extragao com gradiente de eta
nol-l-butanol-igua, tendo sido eliminada a passagem atraves do bi
carbonato de s6dio (procedimento wz, Diagrama 4).

Com a finalidade de calcular a relagao entre as saponinas
totais e o AO tomou-se a porcentagem de saponinas totais (resulta
do da combinagao dos extratos semi-purificados P,g + Pyoi item
4.2.1) e o valor de 0,1303% A0 do procedimento W2, que foi o de
maior rendimento. Embora este passo tenha sido baseado na suposi
cao dos extratos serem puros e o conteido de AO o meso para os
dois, esta relaqéo poderé ser utilizado, tentativamente, para de
terminar o teor de saponinas em outras amostras de quinua-Kancolla,

o que foi feito com os extratos K1 e Wl.
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Contrario ao que se esperava, recuperagoes de AO através
dos procedimentos K,, K, e W, nao foram satisfatorias. A baixa por
centagem de AQO e de saponinas obtidas pelo procedimento K1 pode
ser o resultado de um ou mais fatores, tais como a possivel inefi
ciéncia do tratamento alcalino e os passos adicionais de centrifu
gagao e filtragem, que foram necessarios para a obtengao da solu
¢ao aquosa livre de particulas.

Com o método Kz, que foli uma tentativa de extragao aquosa
seguida de extragdo butandlica a pH 4 (item 3.6.2.1), nao se obti
veram picos dos TMS-derivados do AO ou de outraé saponinas. Este
procedimento nao incluiu a extragao com gradiente de solventes, co
mo no caso do extrato P42, no qual se obteve 15,5% das saponinas
totais. Nao poderiamos afirmar que a auséncia de picos se deveu a
ineficiéncia na extragdo, porque estes extratos finais nao  foram
liofilizados, podendo os mesmos conter tragos de umidade que inter
feririam com a derivagao.

O procedimento W, foi também considerado insatisfatorio de
vido a seu baixo rendimento em AO. Este procedimento diferiu do W,
apenas em que, depois da hidrdlise, o extrato clorofdrmico foi pas
sado através da solugdo de bicarbonato de s8dio eliminando-se, as
sim, a interfase II.

Em conclusao, se fOossemos recomendar um dos procedimentos
anteriores na determinagao rotineira das saponinas da quinua, suge
ririamos o procedimento W2 em vista da maior recuperagao de AO e
de sua relativa simplicidade além do curto tempo de operagao: 8 ho
ras para dosar treés amostras por duplicata desde a extragao até a

cromatografia gasosa. Cabe ressaltar aqui, que os teores de AO de
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quinuas podem ser diferentes em fungao da variedade e que, portan
to, dados sobre todas as variedades deveriam ser apurados antes do

método ser considerado de utilidade pratica.
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FIGURA 14. CROMATOGRAMA 12: DERIVADOS TMS DO EXTRATO SAPOGENINAS DA
QUINUA; METODO: K4, 3% SE 30, 285°C.
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FIGURA 15: CROMATOGRAMA 13: DERIVADOS TMS DO EXTRATO SAPOGENINAS DA QUIN UA.
METODO W,: 3% SE-30, 285°C.

116



AO

i ek [ | 1 M 1

minutos
o 8 ] 18 20 28 30

FIGURA 16. CROMATOGRAMA 14: DERIVADOS TMS DO EX TRATO SAPOGENINAS DA QUINUA
METODO: W5, 3% SE 30, 285°C.
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5. CONCLUSOES

Analisando os resultados do estudo cromatografico das sapo

ninas da quinua, Chenopodium quinoa, Willd., variedade Kancolla,

chegou-se as seguintes conclusoes:

1 - Os métodos estimativos clidssicos baseados na produgao de espu
ma, no poder hemolisante, na reagao Liebermann-Burchard, na
reagao do acido fosfotngstico nao possuem suficiente especifi
cidade, podendo introduzir muito erro na determinagdo de sapo

ninas mesmo em extratosg seml-purificados.

2 - A cromatografia em camada”delgada revelou que nas saponinas
da quinua Kancolla existem pelo menos sete manchas, provavel
mente saponinas diferentes, que tem a propriedade de produzir
hemGlise e o fato de que o revelador Liebermann-Burchard acu
sou dez manchas para o mesmo extrato sugeriu que o reagente
sangue-gelatina em camada delgada & um revelador mais especifi

co que o Liebermann-Burchard.

3 - A extragao com gradiente de etanol - 1 butanol agua foi a que
apresentou melhores resultados, dando um rendimento de 4,73%
de saponinas brutas. Extragao posterior dos graos com agua a
pH 4, seguida de partigao em butanol, aumentou a recuperagao
de compostos saponosideos para um rendimento total de 5,53%(es

timativa gravimétrica).
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4 - Tanto a saponina Merck como a Baker foram considerados impro
prias como padrOes para detecgao e quantificagao das saponinas
da quinua. A saponina branca Merck demonstrou ser uﬁa mistura
de saponinas na que o acido oleandlico poderia estar presente

em quantidades muito pequenas.

5 - O acido oleandlico, uma sapogenina triterpénica, constituiu o
79.5% (por normalizagao interna) das sapogeninas sililaveis no
extrato de sapogeninas semi-purificadas da quinua Kancolla. Po
de-se dizer entao que as saponinas desta variedade sao de natu
reza triterpénica, faltando apenas uma confirmagao por analise

espectrometrica de massa.

6 - Um procedimento simplificado de extragao das saponinas com gra
diente de etanol + butanol + &gua, seguido de hidxélise’e gas-
cromatografia ofereceu alta recuperagao de acido oleahélico,dg
monstrando ser de possivel utilidade na determinagao rotineira

de acido oleandlico nas saponinas da quinua.
7 - O contelGdo de acido oleandlico nos graos ou farinhas de quinua

poderia ser usado diretamente na indistria como Indice de qua

lidade ao invés do teor saponinas.
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