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OPTIMIZATION OF SAPONIN EXTRACTION CONDITIONS FROM Ampelozizyphus amazonicus BY USING EXPERIMENTAL
DESIGN AND SURFACE RESPONSE METHODOLOGY. This works describes the use of experimental design and surface response
methodology for optimization of saponin extraction from Ampelozizyphus amazonicus. For this purpose, a method employing

extraction based on maceration assisted by ultrasound technique was utilized. The following factors were studied: extraction length

of time and solvent composition. The total saponin was determined by using a gravimetric method and the results expressed by their

relative proportion to total crude extract. For the specific condition, 60% hydro-alcoholic solution and 18 minutes extraction length
of time has shown the best results. This method can be useful for extraction of substances with biological importance.
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INTRODUCAO

As saponinas constituem uma importante classe de substancias
quimicas, que ocorrem em plantas superiores e alguns organismos
marinhos.!* Estas substincias correspondem a glicosideos de este-
roides ou terpenos policiclicos com uma estrutura anfipatica formada
por gliconas (triterpénica ou estereoidal) — porgdo lipofilica ligada
a residuos hidrofilicos de aguicares. Uma propriedade caracteristica
destas substancias € a formagado de espuma em contato com a dgua.
Isto ocorre porque existe uma diminui¢do da tensdo superficial da
dgua, devida a presenca de constituintes com diferentes caracteristicas
de polaridade que formam a estrutura das saponinas.'*

A importancia destes produtos naturais estd baseada em suas
inimeras atividades bioldgicas, destacando-se as atividades anti-
inflamatdria, analgésica, expectorante, antioxidante, redutora de
colesterol, antiviral, antimicrobiana e antifiingica.’” Estas aplica¢des
estdo diretamente ligadas aos tipos de saponinas que podem ser en-
contrados, sendo muitos estudos realizados atualmente no sentido
de verificar novos potenciais de usos. Outras aplicacdes consistem
na sua utilizacdo em industrias farmacéuticas, sendo precursores na
sintese de compostos esteroidais como hormdnios, contraceptivos,
diuréticos, entre outros.

Dentre os tipos de saponinas, tem-se que as saponinas triterpéni-
cas em especial as do tipo damarano sdo encontradas em quantidades
significativas nas raizes da espécie Ampelozizyphus amazonicus.*'°

*e-mail: rcbarthus @hotmail.com

Esta espécie pertence a familia Rhamnaceae, uma planta nativa da
regido amazonica, conhecida como “cerveja-de-indio”, “cervejeira”
e “saracura-mird”, que € usada popularmente no combate a diversos
tipos de doengas e € importante na preven¢ao a maldria.

Devido a importancia e as variedades de aplicacdes de compostos
como as saponinas, métodos que otimizem sua extracdo a partir de
plantas medicinais como A. amazonicus sdo essenciais para o melhor
aproveitamento deste tipo de produto natural. Neste caso, embora um
método particular para a otimizac@o da extracdo de cada saponina
possa ser utilizado, muitas vezes a informagao do processo de extra-
¢do total destas substancias também € bastante valiosa. Isto porque
em alguns casos a atividade bioldgica pode ndo depender de uma
substancia em particular e sim do sinergismo entre estas substancias.

Neste trabalho foi utilizada a extragdo baseada em maceragdo
assistida por ultrassom, um método alternativo cuja eficiéncia
consiste na maior interacéo entre solvente e amostra.!'? Dentre as
vantagens deste método estio ainda a alta reprodutibilidade, rapidez
no processamento da amostra e o baixo custo. Na literatura, alguns
estudos descrevem a extrag@o de produtos naturais e especificamente
de saponinas usando extracdo assistida por ultrassom, estes envolvem
comparagdes entre diferentes condi¢des de extra¢do,'>! porém, sem o
emprego de processo de otimizac¢do usando metodologia de superficie
de resposta (MSR), objetivo do presente estudo.'>"’

Na otimizagdo utilizando-se MSR, modelos matematicos line-
ares ou quadraticos sdo ajustados aos dados obtidos segundo um
planejamento experimental. Nestes casos, 0s experimentos sdo rea-
lizados randomicamente e as variaveis analisadas todas de uma vez,
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permitindo que os efeitos da interaciio também possam ser avaliados.

Dessa forma, a conjungdo desta técnica de extracdo com méto-
dos de otimizagdo permite uma melhor eficiéncia na obtencdo de
substancias biologicamente importantes. Este € um método simples
e rapido que pode ser usado para extracdo dos produtos naturais a
partir de plantas medicinais.

PARTE EXPERIMENTAL
Material botanico

As raizes da espécie A. amazonicus foram coletadas na reserva
Ducke (Manaus-AM), em uma tnica época do ano (2009), estagio
chuvosa. A autenticidade do material coletado foi certificada pelo ni-
mero 191532 tendo suas exsicatas depositadas no herbario do INPA.

Processo de extraciio - variaveis de estudo

A escolha do solvente para a extragdo foi baseada no fato de que
muitos compostos polares biologicamente importantes sdo extraidos
com solu¢do hidroalcodlica (etandlica). Este solvente € também bas-
tante utilizado em preparagdes farmacéuticas liquidas e, em virtude
disso, a composicao deste tipo de solucdo hidroalcodlica foi estudada
para a extracdo de saponinas em A. amazonicus. Estudos, no entanto,
mostram que a eficiéncia de extragido usando metanol € melhor. No caso
da varidvel tempo, um tempo maximo de 30 min foi adotado para os
estudos (esse tempo se mostrou adequado). Para esta varidvel tem-se
que longos tempos de extragio nao sao convenientes porque poderiam
ocasionar problemas, como transformacdes quimicas, nas amostras.

Outros fatores foram mantidos constantes, como o tamanho das
particulas das amostras e a temperatura. No caso das particulas,
considerou-se particulas finas o suficiente para um melhor contato
entre solvente e amostra € que, a0 mesmo tempo, permitisse uma
filtracdo mais eficiente. Nao foi alterada a temperatura, sendo
considerada a temperatura ambiente ( em torno de 28 °C) como a
conveniente para o estudo.

Planejamento experimental do tipo estrela

Para a otimizac@o dos fatores tempo e composi¢do do solvente,
foram realizados experimentos segundo um planejamento experi-
mental do tipo estrela (11 experimentos com 3 replicatas no ponto
central). Os resultados das replicatas dos dados do ponto central
foram utilizados para cdlculos dos erros padrdes. Os niveis dos fato-
res utilizados e seus valores codificados sdo apresentados na Tabela
1. Depois de estabelecidas estas condi¢des, o material botanico foi
preparado para as andlises.

Tabela 1. Varidveis utilizadas no planejamento experimental do tipo estrela

Niveis
Variaveis
-1.4 -1 0 1 1.4
% Solucao etandlica 20 30 55 80 90
Tempo (min) 1 5 15 25 29

Preparacio dos extratos

O material botanico previamente limpo foi seco a sombra e em
temperatura ambiente. Em seguida as raizes foram raspadas, cortadas
em pedacos menores, trituradas em moinho de facas e submetidas a
extracdo. A extracdo dos componentes foi baseada no processo de
maceragdo assistida por ultrassom e realizada da seguinte maneira:
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aproximadamente 10,000 g de amostras (raizes trituradas) foram colo-
cadas em um erlenmeyer contendo 100,00 mL de solvente. A seguir, as
amostras foram submetidas as ondas ultrassonicas, sendo utilizada uma
frequéncia de ultrassom de 40 khz. Depois de finalizado o processo de
extracdo, os extratos foram filtrados, concentrados em um evaporador
rotativo e liofilizados. Determinou-se a quantidade de substancias ex-
traiveis (extrato seco). As amostras foram, entao, submetidas as analises
para a determinag@o de saponinas totais usando método gravimétrico.
Em todos os experimentos usou-se solvente de grau analitico (Tedia
Brazil) e dgua deionizada (Milli-Q sistema Millipore).

Determinacio gravimétrica de saponinas totais

A determinac@o de saponinas totais foi realizada usando o método
gravimétrico.'® Brevemente, tém-se que as amostras provenientes
dos extratos etandlicos foram pesadas (aproximadamente 0,2000 g).
Em seguida, procedeu-se a uma nova extra¢iao usando uma solucio
de butanol saturado com dgua. Recolheu-se a fragdo butandlica e o
solvente foi evaporado. O extrato resultante foi pesado, obtendo-se
assim o teor de saponinas totais.

Metodologia de superficie de resposta

Os dados obtidos para a determinagdo de saponinas, segundo os
experimentos realizados a partir do planejamento experimental do tipo
estrela, foram utilizados para a construcdo da superficie de resposta.
Estes dados foram analisados usando o software Matlab versao 6,0
(The Mathworks, Natick, USA). Dessa forma, foram ajustados a um
modelo quadratico, cuja expressdo para duas varidveis € mostrada
na Equacgdo 1.

N 2 2
y= bO +b1Xl +b2 X2 +b11X1 +b22X2 +b12X1X2 (1)

onde x,, X, correspondem as varidveis independentes codificadas e
b, b,, b,, b,;, b,,, b;, sdo as estimativas dos coeficientes do modelo.
Os termos lineares b,x, e b,x, representam os efeitos principais, os
termos quadrdticos sdo responsaveis pelos efeitos da curvatura e o
produto b,,x X, representa a interacdo entre duas varidveis.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Para a extragdo de saponinas da espécie A. amazonicus, a
composicdo do solvente estudado variou de 20-90%, de modo a se
estudar as diferencas quanto a proporg¢ao da solu¢@o para uma melhor
extracdo. As saponinas sdo compostos bastante polares, contudo,
para a extragdo destas substancias neste estudo, procurou-se evitar
condigdes extremas para que problemas como hidrélise enzimdtica
durante extragdo aquosa e outros processos como esterificagdo de
saponinas dcidas com tratamento com dlcool; hidrélise de grupos
estéreis ldbeis e transcilagio fossem evitados.®

Outras consideragdes devem ainda ser ressaltadas: na extrac@o as-
sistida por ultrassom, longos tempos de extragao nio sdo convenientes,
pois poderiam ocasionar problemas como transformacdes quimicas nas
amostras, conforme relatado na literatura e, consequentemente, perda
do analito. Alguns estudos mostram que um tempo empregado de até
2 h poderia ser utilizado sem a ocorréncia de problemas em relacéo
a estas substancias.'>!* Neste trabalho, porém, adotou-se um tempo
menor (30 min) porque foi verificado para o extrato bruto que com
uma condi¢@o préxima desse tempo obter-se-ia a mdxima extragiao
de substancias, independente da composicio do solvente (resultados
ndo mostrados), ndo havendo variagdes significativas apds este tempo.

Um outro dado importante a ser enfatizado € que a quantidade de
produtos naturais e também o tipo (neste caso tipo de saponina) em
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Tabela 2. Varidveis e niveis utilizados (valores codificados entre parénteses) para planejamento experimental do tipo estrela e as respostas obtidas para a ex-

tragdo das saponinas

Experimento %Solugio etanélica Tempo e?xtragéo Rendimento Rendimento
(min) mg extrato seco / gamostra mg saponinas / g de extrato seco
1 30 (-1) 5(-1) 4291 312,50
2 80 (1) 5(-1) 35,40 324,30
3 30 (-1) 25(1) 50,92 340,70
4 80 (1) 25(D) 49,30 375,00
5 55(0) 15 (0) 53,41 401,00
6 55(0) 15 (0) 53,60 403,80
7 55(0) 15 (0) 54,70 405,10
8 20(-27) 15 (0) 43,80 312,00
9 55(0) 2927 57,66 370,00
10 90 (27) 15 (0) 38,00 340,00
11 55 (0) 1(-2%) 43,05 320,00

determinada planta medicinal varia de acordo com a época do ano,
horério da coleta, as condigdes do solo e ainda com fatores inerentes
a planta.' Dessa forma, o presente estudo retrata uma condig@o espe-
cifica, sem levar em consideracio variacdes sazonais nem as outras
acima mencionadas. Consequentemente, variabilidades quanto a
estes resultados podem ser obtidas se realizadas em outras condigdes.
Independentemente disso, o estudo da otimizagdo de extragdo de
produtos naturais envolvendo metodologia de superficie de resposta
e os experimentos realizados segundo planejamentos experimentais
se mostram relevantes para estes tipos de processos e assim antes de
qualquer extracdo, a otimizac¢ao deve ser realizada para um melhor
aproveitamento dos produtos naturais.

Dados utilizados no processo de otimizacao por metodologia de
superficie de resposta

A otimizagdo da extrag@o de saponinas da espécie A. amazonicus
foi realizada segundo um planejamento experimental do tipo estrela.
Os experimentos foram conduzidos em ordem aleatéria para a nao
introdugdo de erros sistemdticos a andlise de dados. Os niveis dos
fatores utilizados, seus valores codificados, bem como as respostas
obtidas correspondentes a quantidade total de compostos extraiveis
(extrato seco) e de saponinas totais (determinados por gravimetria),
para o processo de extragdo baseada em maceracdo assistida por
ultrassom estdo especificados na Tabela 2.

Para a construcio do modelo, os dados codificados das varidveis
foram utilizados para realizar a regressdo e a obten¢cdo do modelo
matemdtico, segundo a Equacdo 1. As estimativas dos coeficientes
do modelo (pardmetros b), seus respectivos erros padrdes (calculados
a partir de ensaios repetidos no ponto central) estdo apresentados na

Tabela 3. Estimativas do coeficiente de regressdo com seus erros padroes

Estimativa Estimativa
coeficiente  Erro padrdo  coeficiente  Erro padrio
Coeficiente polindmio polindmio
Saponinas Extrato seco
b, 403,30 +1,20 53,90 +0,40
b, 10,77 +0,74 -2,18 +0,24
b, 18,80 +0,74 5,35 +0,24
b, -37,99 +0,88 -6,75 +0,29
b,, -28,49 +0,88 -2,02 +0,29
b, 5,62 +1,05 1,47 +0,35

Tabela 3. Nesta encontram-se também os resultados referentes as
substancias extraiveis (extrato seco).

Para as saponinas, verifica-se que o modelo construido € adequado
e, de acordo com um nivel de confianga de 95%, todos os parametros
do modelo se mostraram estatisticamente significativos para a extra-
¢do, este valor calculado usando os valores de t (2, 0,95) de 4,303
e os valores de erro padrdo calculado para os fatores. Enquanto que
para o total de substancias extraiveis (extrato seco), tem-se que a
interacdo entre os dois fatores (termo b,,) ndo € significativa, no nivel
de confianca de 95%, baseado nos mesmos cadlculos.

Analisando ainda os coeficientes do modelo para as saponinas
verifica-se que os termos quadraticos sdao negativos, indicando que
existe um valor maximo de tempo e % de solugdo etandlica para a
extragdo destes produtos.

Verificou-se que o modelo obtido estava bem ajustado. A Tabela
4 apresenta os cdlculos para a andlise de variancia (ANOVA) para os
resultados da regressao em relac@o as saponinas e para o extrato seco.

Em relagdo as saponinas, tem-se que pela andlise do valor de F
se verificou que a regressdo € significativa, sendo o valor F calculado
superior ao F tabelado. O coeficiente de regressdo foi mais um dos
indicativos utilizados para verificar a adequagio ao modelo, sendo
encontrado um valor para R? de 99,59% para as saponinas, onde a
varincia maxima explicdvel € de 99,94%. J4 a relagdo MQ;,/MQ,,
ndo se mostrou significativa,obtendo-se um valor de 3,55.

Todos os pardmetros analisados até aqui, ou seja, variagdo da com-
posic¢do do solvente e tempo, bem como os cdlculos realizados foram
necessdrios para a construcdo de um modelo adequado e possivel de
ser utilizado para otimizar as condigdes de extragdo das saponinas
em A. amazonicus. Dessa forma, empregou-se a equacao de regressao
(Equag@o 2) obtida para prever os efeitos dos parametros estudados
(composicio do solvente e tempo) sobre a extragao.

¥ =403,30 +10,71x, +18,80x, — 37,99x] — 28,49x5 +5,62x,x,  (2)

Para as saponinas verifica-se que a mdxima extracdo € obtida
numa porcentagem correspondente de solugéo hidroalcodlica de 60%
e num tempo médio, correspondendo a 18 min de extracdo, obtendo-se
uma méxima extracio de 407,20 mg saponinas/g de extrato seco (ou
bruto). Esta condigdo foi encontrada por meio de cdlculos de deriva-
das parciais da Equacdo 2 e resolucdo de sistemas simples. Alguns
estudos mostram que condi¢des Stimas de extragdo de saponinas
podem ser realizadas com até 77% de solucéo etanélica, porém tem-
se que levar em consideracio que estes dados sdo de outras espécies
vegetais e, mais ainda, analisados em outras condi¢des.?’ O teor e a
quantidade de determinado tipo de saponina variam no decorrer do



1632 dos Santos et al. Quim. Nova
Tabela 4. Andlise de ANOVA para os modelos (saponinas e extrato seco)
Fonte de variacdo Soma quadrdtica Média quadrdtica F calculado F tabelado
Saponinas Regressao 13.648,00 5 2.729,60 247,02 5,05
Residuo 55,25 5 11,05
Falta de Ajuste 46,76 3 15,59 3,55 19,16
Erro puro 8,78 2 4,39
Total 13.703,25 10
Extrato seco Regressao 522,03 4 130,51 318,32 5,05
Residuo 2,43 6 0,41
Falta de Ajuste 1,46 4 0,37 0,76 9,28
Erro puro 0,97 2 0,49
Total 524,46 10
G.L- Graus de Liberdade.
ano, em virtude das situagdes climdticas. Dessa forma, uma mesma s
planta pode exigir condigdes diferentes de extragdo dependendo das gt ' i e
variacdes sazonais, como jd explicitado anteriormente. A relagio entre PR 2 : R Yo
as varidveis dependentes e independentes ¢ representada tridimen- E % o
sionalmente pela superficie de resposta gerada pelo modelo (Figura 00l.--% ‘ ™ .y
1), neste caso os valores codificados das variaveis foram utilizados g ' [
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Figura 1. Superficie de resposta na determinagdo da mdxima extragdo de
saponinas da espécie de Ampelozizyphus amazonicus em fungdo da compo-
si¢do do solvente e tempo de extragdo

Para o caso do extrato seco, realizando-se os mesmos estudos
apresentados até aqui, o0 modelo construido também foi adequado,
com um valor de R? de 99,53%, sendo a extragdo maxima explicavel
de 99,81%. Da mesma forma, os valores obtidos de F indicam que
o modelo tem uma regressdo significativa e uma falta de ajuste niao
significativa. Verificou-se que a maxima extragdo € obtida com a
seguinte condi¢do: 53% de solugdo etandlica e um tempo de 29 min
(obtendo-se uma extragdo maxima de 58,95 mg de extrato seco/g de
amostra), sendo a superficie de resposta gerada segundo a Equacdo
3 e apresentada na Figura 2.

y = 53,90 —2,18x, +5,35x, — 6,75x3 —2,02x3 3)

A otimizag¢do aplicada a extra¢do de produtos naturais mostrou-
se bastante adequada para que uma condi¢do maxima de obtengdo
dos compostos (no caso saponinas) fosse obtida. Deve-se salientar,
entretanto, que a obtengdo maxima de compostos ndo esta diretamente
ligada a0 maximo de uma determinada atividade bioldgica. Para isso,
novos estudos devem ser realizados, testando-se para cada extragdo
o nivel de atividade biolégica.

1 % Solucio E tandiica

2 2

Figura 2. Superficie de resposta na determinagdo da mdxima extragdo de
substancias extraiveis (extrato seco) da espécie de Ampelozizyphus amazo-
nicus em func¢do da composi¢do do solvente e tempo de extragdo

CONCLUSOES

A extracdo de produtos naturais, como as saponinas, usando a
técnica de maceragdo assistida por ultrassom mostrou-se um processo
bastante simples e rdpido. Neste estudo verificou-se ainda que a extra-
¢do € dependente do tempo e, também, da composi¢ao da solucao de
solvente. Dessa forma, os resultados levam a concluir que para uma
maior obtengdo de material € necessario que métodos de otimizacgio
como a de metodologia de superficie de resposta sejam utilizados.
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