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A OCORRENCIA DE ESPUMIFEROS TOXICOS (SAPONINAS)
| EM BEBIDAS !

AMARO HENRIQUE DE SQUZA®

Sinopse

O autor confirmoun a existéncia de forte concentragio de saponinas hemoliticas no produto ingles
denominado “Foamine™, destinado 4s cervejas e refrigerantes como espumifero e vendido no mer-
cado brasileiro durante 30 anos, rotulado com o nome “Extrato de ' Alcacuz”, cujas primeiras
pesquisas foram conduzidas no Laboratério Nacional de Andlises do Rio de Janeiro pelos quimicos
Raquel Nifhier e Dinah Viana Feijé. Nos ensaios comparativos do indice hemolitico, o autor notou
que os extratos genuinos de alcaguz (Glycyrrhiza glabra, L.) e da erva-macaé (Leonurus sibiricus,
I.), plantas tradicionalmente medicinais e atéxicas, embora espumiferas, nio determinaram hemé-
lise do sangue vermelho de carneiro ou humano. Todavia, a “Foaniine” se compartou, no peder
hemolitico, semelhantemente aos extratos de panami (Quillaia saponaria, Molina), juizeiro {Zizi-
phus joazeiro, M.) e da salsaparrilha (Smilax officinalis, Kunth), estando na razio de dez por

milhdo. O autor passa em revista os ensaios fisicos para detcrminar as saponinas, enfalizandu e
ressaltando, porém, o método fisioldgico ou seja pelo indice hemolitico. :

INTRODUGCAO

Anos depois do nosso ingresso no Instituto de Fer-
mentagdo (IF), tivemos oportunidade de analisar e
condenar duas espumatinas® {Souza 1955}, Por’en-
cerrarem .saponina, de natureza téxica e condenada
pela Saide Pablica (Decreto n.° 16.300 — 1923; De-
creto n® 9.688 — 1949), | '

Um. dos espumiferos se intitulava “Espumantina

Vegetal” e em sua férmula constava “fruto de sabo-
nete de macaco” (Sapindus saponaris, L.), sabida-
mente rico em saponina hemolitica.
O outrg produto trazia-o nome de “Espumantina
Salsaparrilha’™ {Smilax officinalis, Kunth), droga ve-
getal também portadora de larga percentagem da-
quele glicosidio. : ' :

Recentemente, fomos solicitados a analisar e emitir
parecer sdbre uma espumantina de origem inglesa,
" cujo bonito e vistoso rétulo trazia o nome de “Extra-
to de Alcaguz”, marca “Foamine”.

Bste produto, conforme certificados apresentados
por um dos representantes da firma importadora, f6-

! Recebido em 23 de julho de 1068 e aceito para
publicaciio em 21 de marco de 1969,

Boletim Técnico n.® 1 do Instituto de Fermentagio.

* Chefe da Segdo de Quimica, Instituto de Fermentagio,
Ministério da Agricultura, Largo Misericérdia s/n.%, Rio de
Janeiro, GB, membro titular da ComissGo Nacional de Nor-
mas e Padrfes para Alimentos (Cédige Brasileiro de Alimen-
tos} ¢ da Academia Nacional de Farmicia.

3 O vocdbulo espumantina ¢ um neologismo criado por.

certos industriais e ainda ndo consignado mos diciondrios; sii-
nifica *produto que produz espuma®,
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ra, inicialmente, registrado em 1929 pelo Servico do
Policiamento . da  Alimentagfo Piblica (SPAP), do
Estado de Sio Paulo. Baseando-se nesse registro, o
IF, em 1948, concedeu também licenca para consu-
mo no Brasil. O Laboratério Bromatolégico, por sua-
vez, segundo ainda informagio do representante da
firma importadora, concedeu também registro ao men-
cionado “Extrato de Alcaguz”.

Entretanto, anilises feitas, recentemente, no Labo-
ratério Nacional de Andlises (LNA) pelas colegas
Raquel Nifhier e Dinah V. Feijé, revelaram a pre-
senga de saponina nesse produto. Isto foi confirma-
do pelo Prof, Oswaldo de Almeida Costa, que ji ha-
via elaborado longo trabalho sobre ésse glicosidio
{Costa 1931). :
O presente trabalho visa confirmar a presenca de
saponina ma amostra da “Foamine” ensaiada pelas
colegas do LNA e determinar o seu indice hemolitico,
comparando-o com as drogas hemoliticas e nio hemo-
litieas.

EXPERIMENTACAOQ

Caracteristicas da “Foamine” e dos extratos genuinos
de alcacuz

Para maior seguranga dos nossos estudos, tomamos
dois extrato fluidos de raiz de alcaguz e os ensaia-
mos comparativamente com a “Foamine”, que tra-
zia também o nome de “Extrato de Alcacuz”, cujos
resultados passamos a reproduzir:
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Extrato fluido de raiz de aleaguz. Liquido casta- .
nho avermelhado, limpido, de sabor fortemente ado-

cicade devido & glicirrizina, um dos constituintes do
alcaguz, que, segundo Osol e Farrar (1955) é 50
vézes mais doce que a sacarose. '

Diluido nagua, produz abundante " espuma, pela
agitagéo.

Cheiro “sui generis” do aleaguz.

“Foamine” {pseudo Extrato de Alcaguz). Liquido
castanho avermethado, limpido, de sabor acre, com
cheiro de caramelo.

Diluido nigua e pela agitagio, determinou forma-
¢éio abundante de espuma.

Pesquisa de saponina pelo Método de Rosenthaler e
Schellas

Para a pesquisa de saponina no “Extrato fluido ge-
nuino de alcaguz’” e na “Foamine”, seguimos o mé-
todo preconizado por Costa (1931}, que é de auto-
ria de Rosenthaler e Schellas,
 Consiste 0 mesmo em tratar 50 a 100 ml do so-
lute em analise com cérca de 2 ml de 4cido cloridrico
concentrado e levar ao banho-maria (cérca de 90°C)
até que nio mais se forme espuma, pela agitagio.
Sem filtrar, esgotar o liquido ainda mémo com me-
tade de seu volume de éter acético. Decantar aste
e lavar com pequenas quantidades de 4gua (5210

“ml) até que as 4guas de lavagem ndo precipitem mais
com solute de nitrato de-prata. Evaporar, entio, o
&ter acético. Se o residuo fOr muito escuro, dissolver
novamente e descorar pelo carvio animal.

" No residuo da evaporagdo purificado, proceder s
reagles comuns as sapomnas.

O presente processo se baseia na hidrélise parcial

das saponinas, nas oond:gﬁes acnna descntas.

_ Tratando-se o resnduo acima descrito pelo HSO,,
observa-se o seguinte:

A pro-sapogenina se dissolve no 4cido sulférico
Concentrado produzmdo coloragéo vermelho- -alaranja-
da, que passa, pouco a pouco, ao vermelho-cereja
depois ao violeta.

Os resultados dos ensaios mostraram:

a) Extrato ﬂmdo de Alcaguz .. Reagiio negativa
b) - "Foamme bederasiaaas . Reacfio pos1twa

'fndzce hemolitico {prova fmolégtca)

Apresentamos a técnica que estabelecemos para a
determinagfio do indice hemolitico das saponinas, que
se segue:

a) tomar sangue dé carneiro ou de homem, desfi-
brinado com o auxilio do citrato de sdédio ou fluore~
to de sbdio;

" b) passar uma parte do sangue para os tubos do
centrifugador préviamente esterilizados, e vazar séro
flsmléglco (N"lCl 9%); agitar e depois centrifugar;

‘e) eliminar o liquido sobrenadante e repetir a

_operagao até que &ste se apresente mcolor,

-d) diluir as hematias lavadas com séro fisiolégico,
de modo a formar um soluto a 20%;

e) tomar uma estante com 6 tubos de hemélise
(microtubos}, bem lavados ¢ prévinrﬁente‘esterﬂiza—
dos; vazar, inicialmente, 4,5 ml de sdro fisioldgico
em cada tubo e, em seguida, 0,5 ml do soluto sus-
peito da existéncia de saponina no 1.° tubo da es-
cala; agitd-lo, lavar a pipéta com o mesmao sora fisio-
légico (contido no 1.° tubo), pipetando depois 0,5
ml déste soluto’ (dxl '1:10), para o 2.° tubo (dil.
1:100), executando a mesma operagio antecedente'
passar depois 0,5 ml para o 3.° tubo (dil. 1:1.000)
e assim sucessivamente até o 6.° tubo (dil. 1:1 mi-
Ihdo), como mostra o Quadro 1;

f) em seguida, vazar em cada tubo 0,2 ml do so-
luto de hematias de carneiro ou de homem (20%);

“g) deixar em temperatura ambiente, agitando de
quando em quando, fazer a leitura no dia’ segumte-

h) na leitura registrar até onde se processou a
hemélise e o grau dessa hemélise: total, parcial ou
vestigios. ' '
- Querendo-se maior precisio, podem-se fazer novas
dilui¢des, partindo-se do dltimo tubo onde, houve
hemélise total. ‘

O Quadro 1 sintetiza a téenica que estabelecemos
para determinar o indice hemolitico das drogas sa-

QUADRO 1. Técnica para determinar o {ndice hemolitico das drogas saponinicas
Microtubos
Etapas

1 2 4 5 6

Séro fisiolégico 4,5 4,5 45 4,5 45 4,6
Produto (soluto) 0,5 0,5 05" 0,5 0,5 0,5
Diluicgo 107t 107 10% 107 1078 107
0,2 0,2. 0,2 0.2

Hematias (soluto)} 0,2 0,2
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poninicas ou seus solutos, oriundos de infustes e de
decocgbes das mesmas.

Para melhor elucidar a questio da saponina, con-
tida em alta concentragio no produto importado
(“Foamine’’}, fizemos um estudo compélrativo, pes-
quisando e determinando o indice hemolitico de ex-
tratos de plantas saponiferas ji estudadas e de plan-
tas nio estudadas sob &sse aspecto, cujos resultados
estio apresentados no Quadro 2, E uma vez que a
“Foamine” importada era usada como espumifero
em certos refrigerantes e cervejas, verificamos se ha-
via agio hemolitica dessas bebidas.

Nesta parte, felizmente, os resultados foram nega.
tivos. )
Devemos, ainda, mencionar que as cascas e caules
das plantas usadas em nossas experimentagBes foram
adquiridos em dois ervandrios desta cidade (Rio de
Janeiro).

Na preparagdo dos extratos aquosos, empregamos a
seguinte téenica: tomamos 1 g de casca ou caule, j&
séco ao ar, passamos para um gral e vazamos um
pouco de areia de quartzo; fizemos uma trituracio
até reduzir o vegetal a pé fino; vazamos depois, no
mesmo, Agua aquecida {com cérca de 80°C) e com-

pletamos para 100 ml {liquido resfriado), forman-
do, entio, um soluto a 1%.

Mdrmente com a “Foamine”, fizemos quatro ou
mais determinagdes do indice hemolitico, havendo
sempre concordincia de resultado, com excegio ape-
nas de um, a “Foamine” hemolisou acima de 10°°,

Mameli (1927) afirmou que o reconhecimento qui-
mico da saponina deve ser sempre seguido da prova

fisiolégica direta, de modo a estabelecer seu poder

hemolitico. Também achamos que nfio podemos con-
denar um determinado produto da natureza désse em
tela sémente pela prova quimica, sujeita a interpre-
tagdes duvidosas.

Por outro lado, Thomé e Prediger (1950) verili-
caram que a velocidade da hemdlise varia assinalada-
mente com diferentes saponinas. Com uma dada sa-
ponina, a velocidade varia com a espécie de glébulo
vermelho do sangue, sendo o minimo para o homem
e 0 miximo para o carneiro. Depois concluiram que
o indice hemolitico das saponinas nio é uma medida
exata de sua atividade, exceto sob condigdes contro-
ladas e o uso de padrdes. ’

Fuchs e Koch (1950) aconselham, na determina-
gio do indice hemolitico, que os tubos de hemdlise

QUADRO 2, Comparagio do dndice hemolitico da “Foamine’* e, de extratos de plentas saponiferas,
reftigerantes, cervejas e um detergente

Diluipio
Produtos® Hematias® 107! 107 107 107* 107% 1078

Foamine “A" (1) +4+° +++ +++ +++ ++ 0
Foamine "B (2) ++4 T4+ +++ +++ ++ 0
Foamine “A™ (2) +++ +++ +++ +++ ++ Y
Foamine “B" (1) +++ +++ +++ +++ +++ 0
Aleaguz 1 (1) 0 0 o 0 0 0
Alcaguz II 1) 1] 0 0 0 0 0
‘Aleaguz I (2) 0 o 0 0 0"
Aleaguz II (2) ) o 0 0 0 0
Panam$, n +++ +++ +4++ +++ ++ 0
Panamé (2) +4++ +++ +++ +++ o+t 0
Judzeiro ey +44 +++ +++ 0 0 0
Judzeiro . (2) +++ +4++ ++4+ 0 0 0
Salsaparrilla (1) +4++ +++ +++ + 0 0
Saponiria (1) 44 ++ +- 1] 0 0
Erva-macaé (1} 0 0 0 .0 0 )
“Duponal”’ (2) +++ +++ +++ +++ ++ 0
Mate (refrig.} 2) o 0 ] 1] 0 [H
Guarans (refrig.} (2) i} 0 0 0 0 0
Brahma Chopp (2) [} 0 1] 0 0 [}
Coca-cola (2} ¢ 0 1] 0 0 Q
Cerveja Carscu {1 0 0 [V} 1} 0 0

* Foamine "A"; in natura, com pll=>5,0; Foamine “B™: neutralizada com NallCQO3; Aleagus (Giyeyrrhize glabra L.} 1 (extrato
aquoso); Aleaguz II {extrato hidro-ale.); Panamé (Quillaja saponaria Molina); Julzeiro (Ziziphua joazeiro M.); Salsaparrilha (Smilex offi-
cinalis Kunth); Sapondria {Saponaria sp.); Erva-macaé {Lenwrus aibiricus L.); “Duponal’ — Detergente sintético.

b
]

(1) Ilematias de ecarneiro; (2) Ilematias de homem.
+++ Hemdlise total; ++4 ITemoblise parcial; + Vestigios hem&lige.

Pesq. agropec. bras. 4:109-113. 1969
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{ microtubos} devem ser cuidadosamente agit'ﬁdos 12,

16 e 20 horas apbs a mistura, fazendo a.leitura apds
24 horas e novamente 12 horas mais tarde. A tempe-

ratura deve estar: compreendida, preferentemente . en-,

tre 15 e 20°C. A explicagio para ésse prolongado tem-,
po de contato ¢ dada pela variagio de velocidade de
hemdlise das saponinas, conforme. assmalamm Thomé
e Prediger (1950},

. Jung e With. (1950) estudando .a digitonina, de-
terrmnaram o indice hemolitico usando’ eritrbeitos de’
carneiro, boi, hornern' coelho, cio,’ pombo, cobala
e cabra em vérias’ concentragoes, conclulram que,
quando as hematlas de diferentes animais tém a mes-
ma concentracio, sua resisténcia i d1g1tomna é pra—
ticamente a mesma.

Alguns autores preconizam os métodos fisicos, ba-

seados na medida. da tensdo superficial,: para a ' de-.
terminagio: das. saponinas, usando-se’ o estalagndéme-

tro e asampola: de pressio. :Entre nés, Wasicky
{1942), nio achando sxgmhcatlvos os resultados pelo-
método da formugiv Je- espuna, estudoa um outro-
método fisico, cujo’ principio, assaz especifico, con-
siste no -Sudan III em alcool ‘benzilico juntado as:
solugoes de sapomna e mantido.em solugdo colmdal

Corno - iremos frlsar postenormente, -parece que o5
métodos fisicos ndo indicam resu]tados concordan-
tes na determinagio das sapomnas,_o»que & suportado
pelas observagdes de Wasicky e Hoehne .(1051).

Reitstotter e Schipke - (1951}, - determinando - sa--

poninas - pelos métodos fisicos, chegaram 3 seguinte
conclusio: “Valores obtidos com o estalagndmetro nio
concordam com os adquiridos pelo método  da am-,
pola de pressdo. Tenstes superficias de so]ugﬁo de
saponina nio acompanharn a equaco de 'Gibbs e
Vollmer. O método pode ser usado, entretanto; se se
fizer uma curva com uma dada concentracio de um
determinado tipo de saponina”.

Por outro Jado, Awe e Hiinserman (1951) combi-
naram o método pela tensdo superficial com ou pelo
indice hemohtlco para avaliar o “contetido de saponi-
na em extratos vegetais.

Okano (1948) constatou que o extrato aquoso da
soja crua foi téxico para ratos e que a extragao do
bleo da soja com eter sulfrico 'ou benzeno nao mo-
dificou: a toxicidade: dessa legummosa porem, o tra-
tamento da soja crua com etanol eliminou ‘a toxici-
dade, devido 4 desnaturacio da protefna. Também
a extragio aquosa da proteina, com aquecimento ov
acidificagdo, a tornou atbxica. Ainda, a toxicidade foi
muito instivel, porém, a solu¢io de albumina purifi-
cada tem uma -toxicidade relativamente durivel, A
saponina “separada da soja crua tem . poder hemoli-
tico, enquanto que a precipitada da soja aquecida
tem pequeno ou nenhum poder hemolitico. A sapo-

Pesq. agropec. bras. 4:109-113. 1969"

nina purificada com poder hemolitico ndo.o perden,
mesmo apbs o aquecimento da solugio do seu sal
sbdico; porém, esta toxicidade da saponina foi fraca
para ratos.

Lininer {1946). tambem abordou a ocorrénciade
saponinas em - leguminosas.

Como j& tivemos ensejo de falar, a literatura cien-
tifica esta cheia de trabalhos em témo das saponinas..

As referéneias feitas foram extremamente. pequenas,
porém, deram uma pélida amostra da importincia do
assunto, mormente na: Bromatologia.

CONCLUSOES

o produto inglés, rotulade “Extrato de Alcacuz =

" Foamine”, encerra elevada  concentragio de saponina,

caracterizada . pela reagio . de. Rosenthaler e Schellas
¢ confirmada pelo indice hemolitico. .
O alcaguz (raiz), apesar de os seus extratos, quan-

. do diluidos, determinarem, pela agitagdo, abundante

formagdo de, espuma, devido a um dos scus principais
constmmles - a. g11c1rr1zma - nio. provocou hemé-
lise. nos g]ébqus vermelhos do. sangue de carmneiro
e de homem.

A erva-macaé (Leonurus sibiricus L.}, outra plan-
ta espumifera, através de scus extratos, também nfio
hemolisou os .eritrécitos. '

O plI- 4cido, nas baixas dllulgées, motiva, inicial-
mente,” aglutinactio, escurecimento e depois hemblise
dos glébulos vermelhos do sangue, podendo influir no
{ndice hemohtlco de-extratos com baixa concentragfo

.de .saponina. Porém, na.“Foamine”, panami, julzeiro,

sa]sapamlha, sapondria e outros, extratos 4cidos neu-
tralizados com NallCOs, nfo se assinalaram variagSes
no indice, dada a-alta concentragio da saponina..
Os métodos fisicos para a determinagio das sapo-
ninas, tais como o pelo estalagnometro (espécie de
conta-gbtas), o da ‘ampola de pressio, o da forma-
¢io de espuma e o pelo Sudan III {os dois {iltimos

“estudados . por Wasicky 1942), quase todos baseados
.na funcio da. tensdo superficial dos solutos (concen-

tragio molecular na. superf1c1e tornando a solugao
mais wsoosa, caracterisnca necessiria para um espu-
mifero), ndo apresentam resultados concordantes e

-estdo sujeitos a causas de érro. Uma dessas causas de

érro seria a'determinagdo duma saponina em mistura

_com espumiferos atéxicos e nfio hemoliticos, como a

Glycyrrhiza . glabra’ L., Leonurus s:bmcus L. e ou-
tros.

¢ Dentre é&les, merece especial referéncia o magnifico
trabalho de George (1965), que abordou as saponinas sGbre
variados aspectos:. composigdo, ocorréneia, * usos, toxicidade,
etc. Nessa trabalho, o Autor relacionou, também, vérios Paises
da América do Sul e Central, Europa, Africa e Estados
Norte-Americanos que condenam seu uso na Bromatologia.
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O préprio Wasicky (1942), que havia estudado
.dois métodos fisicos, assevera que o “método de do-
sagem mais empregado atualmente para as saponinas
e drogas que encerra saponina é o hemolitico, que
consiste em procurar a menor concentracfio-das so-
lugdes " de saponinas ou de extratos de saponinas,
capaz de provocar a_hemélise total em certo volume
.de sangue diluido”. |
A “Foamine”  (extrato concentrado de saponina),
por ter sido registrada no SPAP de Sao Paulo, no
Laboratérioc Bromatoldgico e no IF como “Extrato
de Alecacuz”, era consumida entre nés durante 30
anos em certos refrigerantes e cervejas, conforme in-
formagio ‘do seu impbrtador exclusivo, Sr. Eduardo
Pinto da Fonseca. ) S

Os Regulamentos Bromatolégicos proibem o empré-
go de saponina em alimentos e bebidas. .- _
A fraude pela jungdo das saponinas em alimentos

e bebidas, bem assim o estude de métodos para sua’

pesquisa e dosagem, j4 se verificavam nos primérdios
do século XX, conforme nos revelam. Loucheux
(1912), Campos (1915) e Mameli (1927).

O “Duponal”, detergente sintético, tem forte po-
der hemolitico {hemdlise total até 10-').
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OCCURRENCE OF TOXIC SAPONIN IN DRINKS

Abstract

. The author confirmed the.existence of strong concentrations of saponin in the English product named
-“Foamine”, that has been sold for the last 30 years in Brazilian markets as “Liquorice Extract”. The first:
investigations were conducted in the National Analytical Laboratory of the Brazilian Government by
- chemists, Raquel Nifhier and Dinah Viana Feij6. In comparative essays of the hemolytic index the author
- found that although the genuine extracts of liquorice (Glycyrrhiza glebra L.) are toxic foaming drugs,

“they do not cause sheep or

human red blood hemolysis. Nevertheless, “Foamine” produced hemolytic acti-

_vity similar to extracts of “panami” (Quillaje saponaria Molina), “juazeiro’ (Ziziphus joazeiro M.) and
“salsaparrilha” (Smilax officinalis Kunth) with hemolysis occurring at ratios of ten parts per million, The
author reviews the physical essays for determination of saponines, emphasizing however physiological me-
thods such as the hemolytic index., Besides a general table showing the results of the experiments, the
result of several other workers, in saponines, are tabulated. Thirty five bibliographic references are ecited. -
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