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RESUMO

As folhas de Quillaja brasiliensis, espécie arbdérea nativa do sul do Brasil,
apresentam saponinas triterpénicas estrutural e funcionalmente semelhantes as
encontradas nas cascas de Q. saponaria, espécie conhecida como fonte de
saponinas imunoadjuvantes. Assim, as saponinas de Q. brasiliensis constituem
uma fonte alternativa e mais sustentavel para a grande demanda mundial de
saponinas. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi desenvolver um método
analitico indireto rapido, robusto e barato para a quantificacdo de saponinas de Q.
brasiliensis (triterpenos glicosilados), a fim de viabilizar a sua realizacdo em larga
escala e permitir a identificacdo de plantas super produtoras para posterior
propagacdo clonal através de estaquia. Para isso, folhas de individuos jovens,
germinados in vitro e subsequentemente mantidos em sistema de mini-jardim
clonal, foram coletadas sazonalmente e extraidas para obtencao do extrato aquoso
contendo saponinas, o qual foi submetido a hidrdlise, seguido do doseamento de
acucares solluveis através de método colorimétrico. A biomassa da parte aérea e o
contetdo de agucares sollveis de plantas jovens de Q. brasiliensis apresentou
divergéncias entre as estacfes do ano. O maior acumulo de biomassa ocorreu no
verdo, diferindo estatisticamente das demais estacdes. A concentracdo de
acucares solaveis encontrados nos extratos foliares também apresentou variacdo
sazonal, alcancando médias entre 55 e 82 mg / g de massa seca. Em analise
individual, hd uma alta variabilidade do perfil de crescimento e acumulo de acglcares
entre plantas. E provavel que fatores como temperatura e aumento de intensidade
de luz estejam associados ao aumento significativo da biomassa e diminuicdo dos
acucares soluveis em estacdes como verdo. Por outro lado, a diminuicdo da
temperatura nas estacfes do outono e inverno apresenta possivel relacdo com a
diminuicao da biomassa e aumento significativo no teor de aclcares. Dados obtidos
até o momento sugerem que o nivel de saponinas apresenta variagdo semelhante

aguela dos acucares obtidos dos extratos hidrolisados.

Palavras-chave: Saponinas, Quillaja brasiliensis, acucares soluveis, biomassa.






ABSTRACT
Quantification of soluble sugars in Quillaja brasiliensis aiming at indirectly
selecting plants superproducing bioactive triterpene saponins

The leaves of Quillaja brasiliensis, a tree species native to southern Brazil,
have structurally and functionally similar triterpene saponins found in the bark of Q.
saponaria, a species known as a source of immunoadjuvant saponins. Thus,
saponins from Q. brasiliensis (glycosylated triterpenes) constitute an alternative and
more sustainable source for the great global demand for these compounds. The
objective of this work was to develop a fast, robust and inexpensive indirect
analytical method for the quantification of saponins from Q. brasiliensis, in order to
enable its large-scale application and consequent identification of super-producing
plants for subsequent clonal propagation through mini-cuttings. To that end, leaves
from young individuals, germinated in vitro and maintained in a clonal mini-garden
system, were collected seasonally and extracted to obtain the aqueous saponin
extract, which was hydrolysed and later assayed through a colorimetric method of
guantification of soluble sugars. The biomass of the aerial part and the content of
soluble sugars of young plants of Q. brasiliensis displayed changes between the
seasons. The greatest accumulation of biomass occurred in the summer, differing
statistically from the other seasons. The concentration of soluble sugars found in
leaf extracts also showed seasonal variation, reaching averages between 55 and
82 mg / g of dry matter. High variability in growth profile and sugar accumulation
was recorded among plants. It is likely that factors such as temperature and
increased light intensity are associated with a significant increase in biomass and a
decrease in soluble sugars during seasons such as summer. On the other hand, the
decrease in temperature in the autumn and winter seasons is possibly related to the
decrease in biomass and a significant increase in sugar content. Data obtained so
far suggest that variations in saponin levels correlate with those of sugars present

in hydrolysed extracts.

Key words: Saponins, Quillaja brasiliensis, soluble sugars, biomass.






SUMARIO

1. INTRODUGAO ...ttt ettt ae e anes 19
2. OBIETIVOS ...ttt n ettt en et en et een e 21
3. REFERENCIAL TEORICO .......oiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeee e 23
4. MATERIAL E METODOS .......oovoviieveeeeeeeeeeee s s s s s s s, 33
B.RESULTADOS ...ttt ettt s ettt en et en s aeseen e 37
B. DISCUSSAO ...ttt 51
7. CONCLUSOES ..ottt 55

8. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ........coitiiieeeieeteeceeeeee et 57






1. INTRODUCAO

As plantas produzem diversos compostos organicos conhecidos como
metabdlitos especializados, 0s quais sdo de suma importancia para o
desenvolvimento e principalmente para a protecdo da planta (GOBBO-NETO;
LOPES, 2007; MURPHY; ZERBE, 2020).

As saponinas sdo uma importante classe de metabdlitos especializados,
estando presente no grupo dos terpenos. S&o estruturas complexas, ou seja,
possuem alto peso molecular, contendo um nudcleo apolar ligado a residuos de
acucares (VINCKEN et al., 2007).

A Quillja brasiliensis é uma planta encontrada no sul do Brasil, é conhecida
popularmente como pau-sabdo devido a capacidade das folhas e cascas
produzirem persistente espuma em agua (LUEBERT, 2014). Estas saponinas
apresentam similaridades estruturais como aquelas presentes nas cascas da
Quillaja saponaria, uma espécie Chilena com grande relevancia econémica, sendo
uma das principais fontes industriais de saponinas as quais sao utilizadas como
adjuvantes em formulagbes de vacinas (KAUFFMANN, 2004; WALLACE et al.,
2017, 2019).

As fracBes purificadas QB-80 e QB-90, derivadas das folhas da espécie
Brasileira mostraram possuir atividade imunoadjuvante em modelo murino, frente
a diversos virus, como herpesvirus bovino tipo 1 e 5, poliovirus, virus da raiva, e
virus da diarreia viral bovina, bem como menor toxicidade comparada as saponinas
de Q. saponaria. Sendo assim, as saponinas de folhas de Q. brasiliensis constituem
uma fonte alternativa e sustentavel para a grande demanda mundial de saponinas

imunoadjuvante.

Como estratégia alternativa para uma exploragao racional e sustentavel de
Q. brasiliensis nosso grupo desenvolveu protocolos de germinagao e
micropropagacao da espécie. Para isso, foram realizados estudos de germinacao
de sementes in vitro, micropropagacao de plantulas e posterior enraizamento de

explantes provenientes de culturas de meristema apical (FLECK et al., 2009).
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A selecdo de individuos elite superprodutores de saponinas, podem
contribuir para a equivaléncia ou até a superacdo dos teores de saponinas na
espécie brasileira em comparacao aos da chilena. Estes sdo quesitos importantes
para tornar o potencial da planta brasileira em realidade econémica para uso

farmacéutico.

No entanto € necessario o desenvolvimento de um método analitico
adequado para a quantificagao de saponinas de Q. brasiliensis em larga escala, de
modo a serem identificadas plantas elite ou superprodutoras de saponinas para

propagacao clonal posterior através de estaquia.

A hipotese desta pesquisa foi testar se a hidrdlise padronizada de saponinas
liberaria agucares, cujo doseamento destes, permite aferir o teor de saponinas de

diferentes clones de Q. brasiliensis.

Essa dissertacdo apresenta, assim, o desenvolvimento de um método
indireto para a quantificacdo de compostos que possuem acucares sollveis em sua
estrutura, como as saponinas triterpénicas encontradas em Q. brasiliensis, rapido,
robusto e de menor custo. Este método foi baseado em Dubois et al. (1956) e Chow
e Landhausser (2004), com algumas modificacdes realizadas ao longo dos

experimentos.
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2. OBJETIVOS
- Realizar o doseamento colorimétrico de acucares solUveis totais pela
quantificacdo de hexoses e pentoses presentes nas cadeias de agucares;

- Propor um protocolo de avaliagdo do acumulo de saponinas através do
doseamento de acucares solluveis nas folhas de Q. brasiliensis visando a selecdo

indireta de plantas superprodutoras de saponinas triterpénicas bioativas.
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3. REFERENCIAL TEORICO

O texto completo, que na dissertacdo defendida ocupa o
intervalo compreendido entre as paginas 23 - 56, foi suprimido por tratar-se de
manuscrito em preparacéo para publicacdo em periddico cientifico. Este trabalho
apresenta o desenvolvimento de um método analitico indireto rapido, robusto e
barato para a quantificacdo de saponinas de Q. brasiliensis (triterpenos
glicosilados), a fim de viabilizar a sua realizacdo em larga escala e permitir a
identificacdo de plantas super produtoras de saponinas para posterior propagacao
clonal através de estaquia. A partir da extracdo aquosa (relacéo droga : solvente m
/' V 1:40) das partes aéreas beneficiadas e secas em estufa de ar circulante e
trituradas em triturador de facas, obtivemos o rendimento de cada individuo

coletado nas diferentes estacdes do ano. Os resultados foram discutidos.
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