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Relatério Descritivo
Processo de obtengao de fragao purificada de substancias saponosidicas e
Uso de substancias saponosidicas

Campo da Invencao

A presente invencao se refere genericamente a processos de obtengao
de uma fragdo saponosidica purificada de llex paraguariensis (erva-mate) a
partir de extratos vegetais dessa espécie. Mais especificamente, refere-se a
processo de purificagdo mediante extragdo em fase sélida com resina

adsorvente.

Antecedentes da Invengao
A padronizagdo de extratos vegetais na forma de fragdes purificadas

de marcadores quimicos ativos esta amplamente descrita na literatura.
Diversos processos de obtengdo de fragbes purificadas sdo mantidos sob
protecédo de patentes (BOMBARDELLI, 2003; TIERRA, 1999). Para a obtengéo
de fragbes saponosidicas padronizadas, afora o tradicional fracionamento
liquido-liquido (ENDALE e col.,, 2004), as tecnicas analiticas que tem
demonstrado destaque sdo a cromatografia liquida de alta e média presséo e a
extragdo em fase soélida. Nesta ultima, se empregam suportes solidos com
diferentes mecanismos de separagéo, que promovem menores gastos e riscos

~ com solventes, associados a uma maior eficiéncia e a possibilidade de
" aplicagido em processos em larga escala (ARNTZEN e col., 2002).

Nas primeiras etapas do desenvolvimento da presente invengéo
foram testadas resinas de troca i6nica, de natureza anibnica, cuja aplicagéo na
obtengdo de fragbes ricas em saponinas esta documentada através de varios
trabalhos publicados (DALSGAARD, 1973; WOLF e THOMAS, 1971). Para
isso, foi utilizado o extrato seco liofilizado dos frutos de llex paraguariensis.
Ainda que diferentes acidos e gradientes de elui¢éo tenham sido empregados,

ndo foi possivel obter uma separagao satisfatdria da fragéo saponosidica dos

o
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demais grupos de substancias presentes no extrato. Foram ainda observadas
alteragbes nos perfis cromatograficos das fragdes, o que sugere degradagéo ou
formagao de artefatos durante o processo, conforme revelou a monitoragéo por
cromatografia em camada delgada (CCD) e cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE). Parte dos obstaculos encontrados esteve relacionada a
complexa composigédo da solugdo extrativa e a concentragdo de acido exigida
para eluir de forma apropriada os compostos de interesse da coluna de
separacao.

Em face disso, direcionaram-se os estudos a utilizagdo de uma
resina adsorvente polimérica, de alta porosidade, com matriz de poliestireno,
registrada sob nome comercial Diaion® HP-20. Esta resina tem apresentado
resultados satisfatorios na obtencdo de fragdes purificadas de saponinas
diretamente de extratos brutos, especialmente em espécies vegetais de origem
oriental (LARINA e col., 2000; SUNG e col., 2000; UEMATSU e col., 2000; KIM
e col., 1998).

Sumario da invencao

Tendo em vista as limitagbes do estado da técnica e as
peculiaridades da invengdo, € um objeto desta invengédo a obtengdo de uma
fragdo purificada rica em saponinas de llex paraguariensis (erva-mate), a partir
de extratos vegetais dessa espécie.

Em um outro aspecto da presente invengéo, propde-se a obtengdo
de uma fragdo purificada de saponinas de erva-mate, independentemente da
forma de obtenc¢do da solugdo extrativa desta espécie e/ou da composi¢édo do
liquido extrator utilizado para esse propésito.

Um objeto adicional da presente invengdo deve-se ao uso
farmacolégico, terapéutico e tecnoldgico da fragdo purificada, nas areas das
ciéncias da saude, ciéncias farmacéuticas, da quimica e da fisico-quimica, seja
como farmaco, adjuvante tecnolégico ou produto de diagnéstico.

Ainda como um outro objeto da presente invengdo, prové-se o uso de
resinas de natureza quimica similar a utilizada e a qualquer outro sistema de
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eluicdo utilizado com estas resinas, para obtengdo de fragbes purificadas de

saponinas de erva-mate.

Breve Descricéo das Figuras
Figura 1 - Caracteristicas visuais das fra¢gdes obtidas pela resina

Diaion® HP-20 a partir do extrato seco liofilizado dos frutos de /lex
paraguariensis

Figura 2 - Representacdo esquematica do cromatograma
comparativo das fragdes obtidas no fracionamento preliminar do extrato seco
liofilizado dos frutos de llex paraguariensis. Utiliza-se o sistema cromatografico:
cloroformio:etanol:agua (40:40:5, v/v), gel de silica GF2s4, revelagao: reagente
anisaldeido-sulfurico seguido de aquecimento, visualizagdo: UV em 365nm.

Figura 3 - Perfis cromatograficos comparativos das fragdes obtidas
pela resina Diaion® HP-20 no fracionamento preliminar do extrato seco
liofilizado dos frutos de llex paraguariensis em 205nm.

Figura 4 - Representagdo esquematica do cromatograma
comparativo das fragdes obtidas pelo sistema SDIV. Sistema cromatografico:
cloroférmio:etanol: agua (40:40:5, v/v), gel de silica GF,s4, revelagdo: reagente
anisaldeido-sulfurico seguido de aquecimento, visualizagdo: UV em 365nm.

Figura 5 - Perfil cromatografico das fragées MEOH-20 (A) e MEOH-
50 (B) em 205nm.

Figura 6 - Perfil cromatografico da fragdo MEOH-20 (A) em 275 nm e
da fragdo MEOH-50 em 275nm (B) e em 325nm (C).

Figura 7 - Perfil cromatografico das fragdes MEOH-70 (A) e MEOHK-
90 (B) do sistema SDIV em 205nm.

Figura 8 - Perfil cromatografico das fragées MEOH-70 (A) e MEOH-
90 (B) do sistema SDIV em 275nm.

Figura 9 - Perfil cromatografico das fragées MEOH-70 (A) e MEOH-
90 (B) do sistema SDIV em 325nm.

Figura 10 - Perfil de eluigdo das saponinas presentes nos frutos de
llex paraguariensis através da resina Diaion® HP-20.
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Figura 11 - Perfil cromatografico obtido para a fracgdo MEOH-90 a
partir da modificagdo na fase moével empregada no método por CLAE em
205nm.

Figura 12 - Perfil cromatografico obtido para a fragdo MEOH-90 a
partir da modificagdo na fase mével empregada no método por CLAE em
275nm (A), 325nm (B) e 360nm (C).

Descricdo Detalhada da Invencao

Atualmente diversas propriedades biolégicas, farmacolégicas e
terapéuticas tém sido associadas as saponinas, que estdo presentes em
espécies vegetais, destacando atividades sobre as paredes celulares,
hemolitica, ictiotdxica, = molusquicida, espermicida,  anti-helmintica,
hipocolesterolemiante (incluindo redugdo do colesterol e de triglicerideos no
sangue e tecidos), inibicao da difusdo passiva de acido coélico, anti-inflamatoria,
antiviral.

Alguns medicamentos ja incluem saponinas como expectorante e
diurética, promotor de absorg&o e imunoadjuvante.

No ambito cosmeético e quimico, as saponinas sdo utilizadas pela
suas propriedades tensoativas na preparagdo de produtos cosméticos e
quimicos.

Neste contexto, nos UGltimos anos observa-se um significativo
acréscimo no leque de propriedades analisadas, devido principalmente, a
constatagdo de promissoras atividades, dentre as quais se destacam o uso
como imunoadjuvantes, antivirais e como promotores da absorgdo de
farmacos, suas propriedades tensoativas e espumogena, entres outras.

A fim de orientar os testes da presente invengao, trabalhou-se com
uma resina adsorvente polimérica, de alta porosidade, com matriz de
poliestireno, mais conhecida pelo nome comercial Diaion® HP-202.

Método de preparagéo do extrato para fracionamento

O material vegetal foi extraido por turboextragdo com mistura

hidroalcodlica e posteriormente liofilizado. As amostras foram preparadas pela
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dissolugdo de 100,0 e 200,0mg do extrato seco liofilizado em 100,0 ml de agua,
com auxilio de agitador magnético, durante 60 minutos.

Descricdo da técnica

Aproximadamente 30,0 g da resina Diaion® HP-20 foram transferidos
para copo béquer de 500,0m! e tratados, durante 24 horas, com 100,0ml de
metanol, sob agitagdo ocasional. O material foi acondicionado em coluna de
vidro (600 x 10 mm, d.i.), gerando uma coluna de aproximadamente 15cm de
resina, e lavado, sucessivamente, com 100,0ml de metanol e 200,0ml de agua,
empregando fluxo de 5,0ml/min. Em seguida, verteu-se, cuidadosamente, no
topo da coluna o extrato para fracionamento, reduzindo o fluxo para 1,0 a
2,0ml/min, que foi utilizado durante todo o experimento (5 volumes de
leito/hora).

Os sistemas de eluicdo testados para resina Diaion® HP-20 (SD)
consistiram de agua e metanol em regime de eluigdo gradiente linear, por
ordem decrescente de polaridade, empregando 200,0ml de cada solvente,
conforme detalhado na Tabela 1.

Tabela 1. Gradientes de eluicdo testados na obtengdo de fragbes ricas em
saponinas no extrato seco liofilizado dos frutos de llex paraguariensis
empregando a resina Diaion® HP-20.

Gradiente de eluicdo

Sistema | Metanol (MEOH %) (v/v)
Agua

10 20 30 40 50 60 70 80 90

SDI

SDII

SDIII
SDIV

SDV

Presente Ausente
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As fragbes com volume médio de 100 ml, depois de retirada aliquota
para analise por CCD, foram armazenadas em frascos dmbar de 100,0ml,
previamente tarados, sendo aquelas que continham metanol concentradas para
remogao do contetudo alcoolico, em evaporador rotatério em temperatura nao
superior a 40°C. Os frascos foram cobertos com papel filtro, congelados e
liofilizados empregando as mesmas condi¢des descritas anteriormente. Depois
de liofilizadas, acondicionaram-se as fragdes em dessecador provido de silica,
para posterior analise. Foram definidos como critérios de escolha o rendimento
e a pureza das frag6es obtidas nos fracionamentos testados.

Caracterizacao das fragées
1. Determinagao do pH (F. Bras. IV, 1988)

Foram realizadas as determinagdes em diversas etapas durante o

desenvolver da técnica. Avaliou-se o pH da resina livre, de cada um dos
eluentes e das fragGes obtidas.
Avaliagdo dos aspectos macroscopicos

Foram determinadas através da observagao da cor e caracteristicas
gerais das fracées durante a retirada da coluna, concentragdo e apds a
liofilizagao.
Monitoramento, caracterizagdo e quantificagcdo por cromatografia liquida de alta

eficiéncia.

As fragGes liofilizadas foram pesadas e, para analise por CLAE,
diluidas em acetonitrila:agua (27:75 v/v), de modo a resultarem em
concentragbes tedricas finais proximas a 2,0mg/ml. Os resultados foram
expressos considerando a area do pico codificado como 1, assim como o
somatorio das areas integradas de todos os picos previamente caracterizados
como sendo saponinas.

Fracionamento e purificacdo da fracdo saponosidica presente no extrato seco

liofilizado
O mecanismo de separagdo baseia-se, principalmente, na retengio
da substancia na superficie da resina por interagdes de van der Waals, onde a

capacidade ligante é determinada pela hidrofobia relativa entre as substancias
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presentes no extrato, as caracteristicas dos solventes de eluigdo empregados e
dos grupos funcionais que compdem o material adsorvente (SHI e col., 2002).
Autores sugerem que a inser¢cdo de pequenos grupamentos polares pode
influenciar positivamente o processo de adsorgdo, por favorecer a
molhabilidade da resina e a transferéncia (desor¢gdo) das saponinas para o
eluente adequado (JIAN-BIAO e col., 1992).

Como eluente inicial se utiliza agua, com o propdsito de eliminar
interferentes retidos por ligagbes mais fracas, como polissacarideos,
aminoacidos e substancias altamente hidrossoluveis. Na seqgliéncia sao
aplicados sistemas com graduagéo crescente de um liquido apolar, miscivel
com agua em todas as proporgdes, tais como o metanol, através do qual séo
eluidos sais, acidos organicos e compostos polifendlicos, como flavondides e
taninos, e, posteriormente, fragdes ricas em saponinas (UEMATSU e col.,
2000; HOSTETTMANN e MARSTON, 1995; JIAN-BIAO e col., 1992).

Na presente invengdo, optou-se por avaliar a utilizagdo da resina
Diaion® HP-20 em um processo de obteng&o da fragdo saponosidica presente
no extrato liofilizado de erva-mate (ESL), sem submeté-lo & prévia partigédo
liquido-liquido, empregando inicialmente o sistema de elui¢éo identificado como
SDV, conforme indicado na Tabela 1.

As primeiras fra¢des, eluidas com agua e solugdo metandlica a 40 %
(v/v), codificadas como MEOH-40, apresentaram coloragées de marrom escuro
a verde, sugerindo a presenga nestas amostras de compostos corantes e
fendlicos, além de outras substancias interferentes presentes no ESL. Nas
fragbes eluidas com solugdes metandlicas a 70 e 90 % (v/v), codificadas,
respectivamente, como MEOH-70 e MEOH-90, as amostra apresentaram
auséncia de cor (figura 1) sendo observada, durante a operagdo de
concentragdo destas, uma acentuada produgéo de espuma.

Com o intuito de obter indicios sobre a variagdo na composigdo
quimica das amostras obtidas e do efeito atribuido a coluna, foi realizado o
controle do pH dos eluentes e das fragbes durante o desenvolvimento do

processo de fracionamento. Na avaliagdo do pH dos eluentes, sem extrato, os
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valores obtidos encontravam-se entre 6,0 e 8,0. Assim, na avaliagéo do pH dos
eluentes com extrato os valores de pH mais acidos foram registrados nas

amostras eluidas com agua e MEOH-40, conforme mostrado na Tabela 2.

Tabela 2. Resultados da determinagio do pH das fragGes obtidas pela resina
Diaion® HP-20 no fracionamento preliminar do extrato seco

liofilizado.
Fracdo pH; )—(i S CV (%)
Agua 5,37 + 0,04 0,72
MEOH-40 6,14 £ 0,02 0,34
MEOH-70 6,79 = 0,06 0,88
MEOH-90 6,61 + 0,07 1,06

X : valor médio; S: desvio padrao; CV (%): Coeficiente de variagdo percentual, n = 5.

Pela analise comparativa por CCD das fragdes, empregando o
sistema cromatografico para saponinas, pode-se visualizar uma diferenciagéo
no perfil das manchas, a medida que o regime de eluigdo atraves da coluna é
modificado. Nas fragbes MEOH-70 e MEOH-S0 constata-se uma
predominancia das manchas referentes a saponinas, sendo que os perfis
cromatograficos destas fragbes, no seu conjunto, reproduzem a andlise de
saponinas por CCD obtido para o ESL, indicando a desorgdo quase completa
da resina e a preservagdo da composigdo quimica durante o processo de
fracionamento (figura 2).

Corroborando com o0s resultados observados nas analises
macroscopicas e na caracterizagdo das amostras por CCD, a monitoragdo do
processo de fracionamento que emprega o sistema cromatografico por CLAE
confirmou a retirada de compostos indesejados nas fragbes obtidas com agua
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e MEOH-40, fato evidenciado pelo nimero e intensidade nas absorgdes dos
picos situados no inicio dos respectivos cromatogramas (figura 3).

No perfil cromatografico da fragdo MEOH-40 pode-se verificar a
presenga dos picos referentes as saponinas mais polares no cromatograma
dos frutos de /. paraguariensis, o que demonstra que o sistema de solventes
utilizado causou a co-eluicdo de outros compostos de menor interesse com as
saponinas que apresentaram igual comportamento cromatografico que as
substancias codificadas como 2 e 3 no perfil por CLAE (figura 3)

Constata-se nas fragdes MEOH-70 e MEOH-90 uma nitida redugéo
dos picos compreendidos entre 0 e 15 minutos (figura 3), de natureza nao
saponosidica, os quais sdo passiveis de detecgdo em comprimentos de onda
superiores a 275nm. Ao mesmo tempo, os cromatogramas das fragées MEOH-
70 e MEOH-90 evidenciam o acumulo das substancias caracterizadas como
saponinas, sendo que o perfil cromatografico por CLAE destas fragées, quando
comparado com o perfil cromatografico por CLAE ESL, ndo denota alteragéo
da fragdo saponosidica, isto &, denota a auséncia de degradagdo perceptivel
durante o processo de purificagao.

A partir desses resultados preliminares, objetivando uma melhor
exclusdo dos compostos interferentes e a obtengéo de fragées saponosidicas
com maior pureza e rendimento, desenvolveu-se estudo avaliando a influéncia
de modificagbes no regime de eluigdo sobre as fragdes obtidas no processo de
purificagdo através da resina Diaion® HP-20, o que levou a testar diferentes
sistemas de eluigdo, conforme detaihado na Tabela 1. Nesse contexto, a
analise comparativa dos fracionamentos enquanto rendimento, pureza das
fragbes e reprodutibilidade na separagdo permitiu selecionar o sistema de
eluicdo codificado como SDIV, como sendo o mais satisfatorio para a
purificagdo da fragdo saponosidica presente no ESL dos frutos de [
paraguariensis. O sistema identificado como SDIV caracteriza-se pelo emprego
de um regime de eluigdo simples, promovendo, além de uma separagdo
eficiente, um menor tempo despendido no processo, associado a menores
gastos com solventes. Este sistema emprega, no gradiente de eluigdo, a
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solugdo metandlica a 20 % (v/v), codificado como MEOH-20, que juntamente
com a eluigdo promovida pela agua e pelo metanol a 50 % (v/v), codificado
como MEOH-50, visam reduzir a presenga de compostos indesejados nas
fragdes subsequentes ricas em saponinas.

A caracterizagdo dos aspectos macroscopicos das fragdes
separadas com o sistema SDIV demonstrou, novamente, a presenga de
intensa coloragao nas fragbes iniciais, eluidas, respectivamente, com agua,
MEOH-20 e MEOH-50. De forma semelhante, as referidas fragGes
apresentaram menores valores de pH comparativamente as amostras eluidas
com MEOH-70 e MEOH-90, o que foi atribuido a presenga de polifendis. Os
resultados da determinag&o do pH constam na tabela 3.

Tabela 3. Resultados da determinagéo do pH das fragdes no fracionamento do
extrato seco liofilizado obtidos com o sistema SDIV

Fracio pH; )_(i S CV (%)
Agua 5,05 + 0,08 1,58
MEOH-20 5,41 + 0,07 1,29
MEOH-50 5,84 + 0,04 0,68
MEOH-70 6,72 + 0,08 1,19
MEOH-90 6,50 + 0,03 0,46

X : valor médio; S: desvio padrao; CV (%): Coeficiente de variagdo percentual; n = 5.

Os perfis cromatograficos obtidos por CCD apresentaram manchas
intensas, caracteristicas de saponinas nas fragbes MEOH-70 e MEOH-90
{figura 4). Além dos indicios qualitativos do acamulo de saponinas, estas
fragbes demonstraram a preservacdo das manchas correspondentes a
matessaponina-1 e a matessaponina-3 e das outras saponinas presentes no
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ESL dos frutos de /. paraguariensis, o que indica a estabilidade da composicéo
quimica de saponinas nas etapas de separago pela resina Diaion® HP-20.

A monitoragdo do processo de fracionamento e concomitante
caracterizagdo e quantificagdo por CLAE das fragGes obtidas pelo sistema
SDIV reafirmam a presencga, nas fragbes MEOH-20 e MEOH-50, de compostos
que apresentam absor¢do em maiores comprimentos de onda e que provocam
alteragdes nas analises cromatograficas realizadas na regido de absorgdo de
saponinas (figuras 5 e 6).

Verifica-se nas fragbes MEOH-70 e MEOH-90 uma reprodugdo do
perfil cromatografico obtido por CLAE para a matéria-prima vegetal e os
produtos secundarios dos frutos de /. paraguariensis no que tange aos picos
caracterizados como saponinas (figura 7).

A eficiéncia na separagdo das fragbes saponosidicas pode ser
constatada pela analise em maiores comprimentos de onda, nos quais a
presenga de substancias passiveis de detec¢do € praticamente inexistente
(figuras 8 e 9).

O rendimento no processo de purificagédo, considerando a massa de
liofilizado obtida nas fragbes MEOH-70 e MEOH-90, representa
aproximadamente 50% da massa do ESL inicialmente submetida ao processo
de fracionamento. No que concerne ao teor de saponinas recuperado no
processo de fracionamento, a figura 10 representa o perfil de eluicdo e o
rendimento das saponinas do ESL através da resina Diaion® HP-20 em fung&o
do solvente de eluigdo utilizado, considerando nos cromatogramas das fragées
a area referente a saponina identificada como 1 e ao somatério das areas do
picos caracterizados como saponinas e que ficam entre 15 e 60 minutos .

A analise das taxas de recuperagdo em termos de area do pico 1 em
comparagado com a area obtida no cromatograma do ESL apresentou valor de
92,8%, sendo que destes, aproximadamente, 73,7% encontram-se na fragdo
MEOH-70. Para o somatério das areas dos picos atribuidos as saponinas, a
taxa de recuperagdo dos teores analisados comparativamente aos ESL
correspondente, apresentou valores proximos a 97%, onde, aproximadamente,
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716% e 19,5% estdo presentes nas fragbes MEOH-70 e MEOH-90,
respectivamente.

Objetivando uma melhor visualizagdo da composi¢ado de saponinas
presente na fragdo MEOH-90 do sistema SDIV, optou-se por modificar a fase
movel do sistema cromatografico por CLAE até esta fase do trabalho utilizada
na quantificagdo do teor de saponinas. Para isso, o teor percentual de
acetonitrila foi aumentado para 30,4%, com proporcional redugéo no percentual
de acido orto-fosforico, mantendo-se a eluigdo isocratica e prolongando o
tempo de separagdo cromatografica para noventa minutos. Este método,
aplicado com a finalidade de caracterizar qualitativamente a composi¢do da
amostra ndo foi validado, razdo pela qual qualquer inferéncia de teor foi
considerada aproximada.

O cromatograma obtido para a fragdo MEOH-90 neste sistema
cromatografico na regido de absorgdo de saponinas esta representado na
figura 11. Foi possivel a modificagdo nas proporgdes dos eluentes utilizados no
método por CLAE, devido a significativa redugéo nos tempos de retengdo das
substancias presentes na fragdo MEOH-90 e a auséncia, nesta fragédo, dos
compostos que causam forte interferéncia no inicio da analise cromatografica
de saponinas no extrato bruto dos frutos de I. paraguariensis. A presenga
destes interferentes e passivel de detecgdo em comprimentos de onda maiores
(figura 12).

Pela andlise qualitativa, os cromatogramas obtidos para a fragédo
MEOH-90 demonstram a pureza obtida para a referida amostra no que
concerne a composi¢do de saponinas e confirmam a presenga, nesta fragao,
das saponinas menos polares presentes no ESL (figura 11), as quais sdo
visualizadas na analise por CCD e que, no presente método por CLAE, sdo
atribuidas a alguns dos picos compreendidos entre 30 e 80 minutos.

Neste sistema de eluigdo por CLAE, a substancia com caracteristicas
saponosidicas, convencionada no pico 1, e a substédncia de referéncia
matessaponina-3 apresentaram tempos de retengéo de, aproximadamente, oito
e dezoito minutos, respectivamente. Estes intervalos evidenciam a pronunciada
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alteragdo na separagdo cromatografica de saponinas, @ medida que pequenas
modificagbes sdo efetuadas no regime de eluigdo da fase movel, fato

constatado durante o desenvolvimento do processo da presente invengao.
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Reivindicagbes
Processo de obtencéo de fragdo purificada de substancias saponosidicas e
Uso de substancias saponosidicas

1. Processo de obtengéo de substéncias saponosidicas caracterizado
por compreender o fracionamento de extratos vegetais em uma coluna
contendo uma resina adsorvente polimérica com matriz de poliestireno.

2. Processo, conforme reivindicagdo 1, caracterizado por a fragdo
obtida ser uma fragao purificada de saponinas de llex paraguariensis (erva-
mate).

3. Processo, conforme reivindicagéo 2, caracterizado por a obtengéo
da fragao purificada independer da forma de obteng&o da solugédo extrativa da
referida espécie e/ou da composi¢do do liquido extrator utilizado para esse
proposito.

4. Uso de substancia saponosidica caracterizado por ser aplicado em
areas das ciéncias da saude, ciéncias farmacéuticas, alimentos, biologia,
quimica e fisico-quimica.

5. Uso, de acordo com a reivindicagédo 4, caracterizado por ser em
farmacos, adjuvantes tecnoldgicos, reagentes quimicos ou substancias de
diagnéstico.

6. Uso, de acordo com a reivindicagdo 4, caracterizado por a
substancia poder ser uma resina de natureza quimica similar.

7. Uso, de acordo com a reivindicagdo 6, caracterizado por ser
adotado qualquer outro sistema de eluigdo préprio para as referidas resinas,

para obteng¢do de fragdes purificadas de saponinas de erva-mate.
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Resumo
Processo de obtengdo de fragao purificada de substancias saponosidicas e

Uso de substancias saponosidicas

A presente invengado descreve um processo de obtengdo de uma
fragdo enriquecida de substancias saponosidicas a partir de extratos vegetais
de llex paraguariensis A. St.-Hil. (erva-mate), mediante purificagdo em fase
solida, utilizando resina de poliestireno, sendo também descritos métodos
analiticos aplicados a caracterizagdo e padronizagdo das fragOes
saponosidicas. O processo da presente invengédo tem como vantagens escasso
risco com solventes organicos, exclui o emprego de solventes clorados,
minimiza o impacto ambiental; é barato, rapido e reprodutivel, com poucas

variaveis de processo, o que torna facil a sua transposigdo de escala.
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