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25 e Df 33-39foram purificadas por recristalizacéo em
metanol.
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Resumo

Realizou-se validacdo analitica espectro-
fotométrica das saponinastotais dasraizes de Pfaffia
glomerata. Emtestesiniciaisutilizou-sesaponinaMerck
em cinco concentragdes (0,08-0,28 mg/ml) para
obtencéo da curva de calibracdo e verificacdo da
linearidade, repetibilidade ereprodutibilidade. Asraizes
foramavaliadasem extratos hidroa codlicospurificados
com n-butanol. O reagente cromogénico escolhidofoi
Cloreto de Cobalto 0,2% em pico experimenta em 284
nm. O tempo deleturaideal foi de 10-20 minutosapos
oiniciodareagdo. O método mostrou linearidade para
a faixa de concentracdes utilizadas (R*= 0,9963). A
precisao (coeficientes de variagdo) situou-se entre 7-
12%, indicando boa reprodutibilidade. O limite de
quantificagdo situou-se em 0,08 mg/ml e o limite de
deteccdo em 0,02 mg/ml. A exatidéo do procedimento
forneceu errorelativode6,3; 3,4; 3,5; 1,8 e0,3% para
asconcentracoes utilizadas. Osdadosdacurva-padréo
foram aplicados em vériasamostras deraizeslevando
ao valor média de 13,5+2,0%. Os dados obtidos
permitem a quantificacdo espectrofotomeétrica das
saponinastotaisdasraizesde P. glomerata.

Abstract

Was made standardization for the
spectrophotometric quantification method of Pfaffia
glomerataroots saponins. Theinitia tests made use of
Merck saponin, prepared infivedifferent concentrations
(0.08-0.28 mg/ml) for obtaining thecdibration curveand
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linearity; thetestswith therootswere carried out with
hydroal coholic extracts purified with n-butanol. The
chromogenic reagent was Cobalt chloride in the
concentration of 0.2% and the scanning of 200 through
400 nm of wavelength leaded to amaximum absorption
peak in 284 nm. The method showed linearity for the
concentrationsrange used (R?= 0.9963). Theprecision
(variance coefficients) was between 7 and 12% and the
quantification limit was 0.08 mg/ml, and the detection
limit 0.02 mg/ml. The accuracy of the proposed
procedure presented relative error of 6.3; 3.4; 3.5; 1.8
and 0.3% for the concentrations used. The datafrom
the standard curve were applied in someroots samples,
leading to the values of total saponins average
13,5+£2,0%. The data obtained allow the
spectrophotometric quantification of Merck saponinand
the saponinsfrom the P. glomerata roots.

Asraizes de Pfaffia glomerata, denominadas
como 'ginseng brasileiro’, sfo empregadas nafitoterapia
como medicamento deacéo adaptdgena?. Quimicamente
S30 ricasem sgponinastriterpénicas, sendo a 3-ecdisona
seu principa componente. A confirmacdo dosseusefetos
positivos em aprendizagem e memaria de animais e
humanos, bem como suabaixatoxicidade cronica®, tem
estimulado esforgos nabuscadasuavaidacéo cientifica
como medicamento.

A quantificacdo deprincipiosativosde espécies
deste género vem sendofeitaatravésdevariosmétodos,
desde semi quantificaces por métodosfisico-quimicos
como o indice de espuma ou doseamento gravimétrico
das saponinas totais® até padronizagfes por
cromatografialiquidadealtaeficiéncia’. Emboraesta
ultimametodol ogiasgabem mais precisaque asoutras
disponivels, o dto custo do equipamento, seusacessorios
e padrdesacabam por condtituir-seemimpedimentored
para sua reprodutibilidade em escala comercial e
industrial . Essadificul dade estimul ou abuscade métodos
igualmente precisos e um pouco mais acessiveis em
termos de custo e disponibilidade de equi pamento.

Nesse contexto utilizou-se a técnica
espectrof otométri ca paraaquantificacdo das saponinas
triterpéncias dasraizesde P. glomerata, buscando-sea
realizagdo davalidagdo do método em atendimento as
recomendacdes técnicas da area e as exigéncias da
Resolucéo RE n°899 daAgénciaNaciona deVigilancia
Sanité&ria’.

Padronizacéo dametodologia
Cloreto de cobalto diluido em &guafoi testado
como reagente cromogéni co de saponinapadréo Merck

em diferentes concentragdes (0,2%,0,4%,0,6%,0,8%,
1,0%), definindo-se a solucéo a 0,2% como a mais
apropriadanareacdo de complexacao (saponing, cloreto
de cobalto aquoso e acido sulfarico concentrado). O
comprimento de onda estabelecido para a saponina
padréofoi de284 nm (Figural). Otempoided deletura
apos a adicdo dos componentes foi verificado,
encontrando-se um aumento da absorbancia até 20
minutos, quando entdo se inicia umafase de declinio
(Tabelal). Assim, definiu-se o tempo ideal deleitura
como sendo de 10 a20 minutos.

X=194,7|Y=0,89

X=283,88|Y=0,60

0,0 1 : : 1 1 :
200 220 240 260 280 300

Comprimento de onda (nm)

Figural. VarreduraespectrofotométricaUV desolucéo
aguosa de saponina Merck 0,3 mg/ml e cloreto de
cobalto 0,2%

Tabela 1. Determinacdo do tempo ideal de leitura
espectrofotométrica(N=2)

Tempo(min.) Absorbancia(nm)
5 0,5990
10 0,6019
20 0,6050
30 0,5998
40 0,5969
50 0,5971
60 0,5944

Estabelecimento da curva-padr &o
Foi preparada uma solucéo méae de 1 mg/ml,
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em triplicata, empregando-se asaponinapadréo Merck.
A partir desta preparou-se as concentragoes de 0,08;
0,12; 0,16; 0,20 €0,28 mg/ml e paracadaconcentracéo
foram redlizadas cinco leituras, calculando-seamédia
aritméticaeo desvio deregressio linear dastrés solucoes
mae. Osresultados obtidos constam daFigura02.

0,8
y=1,9841x+0,0995

07 A )
R*=0,9963

0,6 -
0,5 -
0,4 -

0,3 4

absorbancia (nm)

0,2 4

0,1 -

0 T
0,05 0,1

0,15 02 0,25 03

concentracdo de saponinas (mg/ml)

Figura 2. Curvaderegresso linear (média+ dp) com
saponinaMerck realizadanas concentracbesde 0,08 a
0,28mg/ml

Obteve-se uma reta linear com R?=0,9963
confirmando-sealinearidade deleituradas concentragoes
adotadas, bem como a precisdo do método verificada
pel os coeficientes de variacao encontrados (7-12%). A
exatidéo do procedimento proposto forneceu erro
relativo de 6,3; 3,4; 3,5; 1,8 e 0,3% para as
concentracOesutilizadas.

Quanto aos outros parametros de validacéo,
testes preliminarescom concentragbes menoresque 0,08
mg/ml levaram acoeficientesde variagdo superioresa
20%, demonstrando que essaconcentracao corresponde
a0 limite de quantificacdo datécnica. Ja o limite de
deteccdo foi estabel ecido naconcentracéo de 0,02 mg/
ml (concentragdo minimaquesediferenciadovalor zero
com determinadaconfiabilidade?).

Testes para a droga vegetal raizes de Pfaffia
glomerata

Aplicou-se atécnicade extracéo e purificagdo
das saponinas nasraizes coletadasem Maringa(lote 01,
02, 03, 04 e 05), Porto Rico (lote 06) e Querénciado
Norte (lote 07). A aplicacdo dos célculos da curva
padréo paraaabsorbanciado extrato total desses|otes
de raizes produziu os valores de saponinas totais da
drogavegetal, conforme apresentados na Tabela03.
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Tabela 3 . Valores de saponinas totais nas raizes de
Pfaffia glomerata.

N Absorbancia  Concentracgao
Lotel 2 0,60 12,6 %
Lote2 2 0,78 17,1%
Lote3 2 0,57 11,9%
Loted 2 0,56 11,6 %
Lote5 2 0,68 14,6 %
Lote6 2 0,57 11,9%
Lote7 2 0,68 14,6 %

Estes dados quantitativos evidenciam que as
raizes de P. glomerata apresentam percentuais
expressivosde saponinastotais- médiade 13,5+ 2,0%,
em quantidadessimilaresascitadaspor OLIVEIRA e
colaboradores® paraP. paniculata (11,1%). Em outro
aspecto, cons derando-se a saponina 3-ecdisonacomo
marcadora dessa droga vegeta, verifica-se que esta
presente em valores inferiores a 1,0 % 8; os dados
guantitativos acima apresentados mostram que
provavelmente outras saponinas devem ocorrer em
maiores concentrages que esse marcador, 0 que
estimulaareaizacdo de estudosfitoquimicosvisando a
suaidentificagdo e quantificacdo nadroga

Dos varios lotes avaliados, o de niumero 2
apresentou maior aconcentracdo das saponinastotais.
Esseloteveio do municipio de Maringd, regido desolo
argiloso, e tal informagéo confirma dados de
MAGALHAES 7 que refere maior rendimento das
saponinasdessadrogaem solosargilososou maisfértes.
De todo modo, indica-se a necessidade de avaliagdo
guantitativa de lotes de outras regides bem como
coletadosem diferentes estagdes, de modo aestabel ecer-
se adequadamente a possivel variacdo sazonal e
influénciaambiental sobre osteoresde sgponinastotais
dessadrogavegetal.

O método espectrofotométrico avaliado
mostrou-se, portanto, adequado tanto a quantificacdo
dasaponina padréo quanto das saponinasdasraizesde
P. glomerata, podendo ser usado como técnica de
controledequdidaderotineiraem laboratdriosindudtrials
fitotergpicos.

Material e Métodos

| dentificacdo botanica: O materia boténicofoi coletado
nas regides de Porto Rico, Queréncia do Norte e
Maring&(PR). A identificacgo foi feitapelo especidista
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em Amaranthaceae, prof. Dr. JosafaSiqueira(PUC, Rio
de Janeiro); exemplares dessacol etaforam depositados
no acervo do Herbarium Friburgense (FCAB), sob o
nUmero 5426.

Anéliseespectrofotométrica: O estudofoi realizado
de acordo com as recomendacdes da literatura 4
empregando-se espectrof otbmetro Shimadzu modelo
UV-1601. A padronizagdo avaliou o grupo quimico
predominante nadrogavegeta (Saponinas) eosreagentes
cromogéni cos citados naliteratura paraesse grupo °S.
Utilizou-se nafase pil oto umasaponinapadréo (Merck)
solubilizada em agua, realizando-se testes com os
reegentescromogénicos, particularmentevanilinasulfirica
e cloreto de cobalto com &cido sulfurico concentrado.
Realizou-se a varredura de 200 a 400 nm de
comprimento de onda no espectrofotdmetro para o
estabel ecimento damel hor absorbanciaparaleituradas
saponinas, e avaliou-se a estabilidade da reacéo de
complexacdo paradefinicdo do tempoideal deleitura.
A curva-padréo da saponinas Merck foi realizadaem
cinco concentragdes: 0,08; 0,12; 0,16; 0,20e0,28 mg/ml.
Extracéo epurificacéo dafracéo saponinadadroga
vegetal: Foram pesados 0,2 g dadroga pulverizadae
desengordurados com 30 ml de hexano por 2 horas.
Filtrou-se e secou-se 0 p6 em estufa. O pd foi submetido
aextracao sob refluxo com trés aliquotas de 20 ml de
metanol-agua(4:1) por 30 min. Filtrou-se e concentrou-
se 0 extrato metandlico, extraindo-se com trés porcdes
de 20 ml de n-butanol saturado com agua. Recolheu-se
afracdo butandlica que foi concentrada até a secura.
Dissolveu-se o residuo em 100 ml de agua. A uma
aliquotade 1ml dessa solucdo foram adicionados 1 ml
de cloreto de cobalto 0,2% e 1 ml de &cido sulfurico
concentrado. Realizou-se aleituradasolucéo em 284
nm paraverificar aabsorbanciadasamostras. Aplicou-
se esta técnica aos diferentes |otes da droga vegetal
oriundos das cidades anteriormente citadas.

Validacéo datécnica: Aplicou-se, aosdadosobtidos
anteriormente, aavaliagcdo dos parametros de precisao,
exatidao, linearidade, limites de deteccéo e de
quantificacéo, e estabilidade de acordo com as
determinacbeslegais. A precisdo do méodofoi avaiada
empregando cinco réplicas da solucéo padrdo de
saponina(doisandistas, doisdiasdiferentes).

Apoio: CNPQ e Universidade Estadual de Maringa-
Programade | niciacdo Cientifica(PIBIC).
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