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RESUMO 

 

Extração ambientalmente amigável de saponinas das folhas  

do lúpulo (Humulus lupulus L.) 

 

Os resíduos agroindustriais representam um problema ambiental crescente, inclusive no cultivo 

do lúpulo (Humulus lupulus L.), que gera grandes quantidades de folhas e caules como 

subprodutos. No entanto, esses resíduos apresentam alto potencial de valorização por conterem 

compostos de interesse comercial, como saponinas, que são glicosídeos anfifílicos, 

classificados como triterpênicos ou esteroidais, e apresentam propriedades surfactantes e 

capacidade de formação de espuma em meio aquoso. Esses compostos estão presentes em mais 

de 100 famílias de plantas, como também nas folhas do lúpulo. Possuem diversas propriedades, 

incluindo atividades anticancerígenas, anti-inflamatórias, antivirais, hemolíticas e 

antimicrobianas, sendo usadas na indústria cosmética, farmacêutica e alimentícia. As saponinas 

são comumente extraídas por métodos convencionais, porém estes consomem grandes 

quantidades de solventes tóxicos, longos tempos de extração e emprego de altas temperaturas, 

que pode levar à degradação de compostos sensíveis. Diante disso, as técnicas de extração 

conhecidas como limpas ou verdes são preferíveis, por empregarem processos otimizados, 

minimizando o impacto ambiental por meio da redução do uso de solventes tóxicos e utilização 

de matérias-primas renováveis. O objetivo do presente trabalho foi o estudo de métodos de 

extração verdes de saponinas da folha do lúpulo. As eficiências das extrações foram avaliadas 

pelo método espectrofotométrico da reação da saponina com vanilina em meio fortemente 

oxidante com o ácido sulfúrico. Para isso, inicialmente foram avaliados diferentes instrumentos 

(banho Dubnoff, banho ultrassônico e mesa agitadora) e solventes (água e mistura água/etanol) 

para promover a extração da saponina com as variedades da folha do lúpulo Zeus e Comet, a 

partir desses resultados o banho ultrassônico, solvente mistura água/etanol e variedade Zeus 

foram selecionados para realização da otimização dos parâmetros a partir de planejamentos 

fatoriais, além da comparação da extração verde ideal com o método convencional de 

maceração. Dentro dos procedimentos estudados, a extração em banho ultrassônico com menor 

massa de amostra (5 mg) e maior proporção de solvente extrator (100% etanol) apresentou 

resultados mais eficientes, alcançando rendimento de 49,46 ± 4,10 g de saponinas 100 g-1 de 

amostra desengordurada. 

 

Palavras-chave: Compostos bioativos; Extração sustentável; Resíduos agroindustriais; 

Ultrassom 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

 

Extraction environmentally friendly of saponins from hop leaves (Humulus lupulus L.) 

 

Agro-industrial waste represent a growing environmental problem, including in the cultivation 

of hops (Humulus lupulus L.), which generates large quantities of leaves and stems as 

byproducts. However, these residues have significant valorization potential due to the presence 

of commercially valuable compounds such as saponins, which are amphiphilic glycosides 

classified as triterpenic or steroidal. Saponins exhibit surfactant properties and foam-forming 

capacity in aqueous solutions. These compounds are present in more than 100 plant families, 

as well as in hop leaves. They have several properties, including anticancer, anti-inflammatory, 

antiviral, hemolytic, and antimicrobial activities, making them valuable in the cosmetic, 

pharmaceutical, and food industries. Saponins are commonly extracted through conventional 

methods, but they consume large amounts of toxic solvents, long extraction times and high 

temperatures, which can lead to the degradation of sensitive compounds. Therefore, the 

techniques known as clean or green extraction are preferable because they employ optimized 

processes that minimize environmental impact by reducing toxic solvent usage and using 

renewable raw materials. The objective of this work was to study methods of extracting 

saponins from hop leaves. Extraction efficiencies were evaluated using the spectrophotometric 

method of the saponin reaction with vanillin in a strongly oxidizing medium with sulfuric acid. 

To achieve this, different instruments (Dubnoff bath, ultrasonic bath and orbital shaker) and 

solvents (water and water/ethanol mixture) to promote saponin extraction were initially tested 

on Zeus and Comet hop leaf varieties. Based on these results, the ultrasonic bath, water/ethanol 

solvent mixture, and Zeus variety were selected for parameter optimization using factorial 

designs, in addition to comparing the optimal green extraction with the conventional maceration 

method. Among the procedures studied, ultrasonic bath extraction with a smaller sample mass 

(5 mg) and a higher proportion of extraction solvent (100% ethanol) presented the most efficient 

results, yielding 49.46 ± 4.10 g saponins 100 g-1 of defatted sample. 

 

Keywords: Agro-industrial waste; Bioactive compounds; Sustainable extraction; Ultrasound 
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1. INTRODUÇÃO 

Os resíduos provenientes das atividades agrícolas e agroindustriais estão em 

constante crescimento devido ao aumento da produção de bens essenciais à vida (TARIQ 

et al., 2023; TRIPATHI et al., 2019). Dois grupos principais classificam esses resíduos: 

à base de plantas (incluem folhas, caules e sementes) e de origem animal 

(JAYATHILAKAN et al., 2012; SHINDE et al., 2022; SINGH et al., 2021). Sem 

tratamento adequado, esses resíduos agroindustriais causam impactos ambientais, 

econômicos e sociais cada vez mais significativos (DUHAN, J.; DUHAN, S.; SADH, 

2018; FREITAS et al., 2021; KARAK et al., 2015; VARMA et al., 2015; WANG et al., 

2016). 

O lúpulo (Humulus lupulus L.) é uma das plantas cultivadas que gera grande 

volume de resíduos durante a colheita. Os cones de lúpulo são utilizados na produção de 

cerveja (ALMAGUER et al., 2014; GERHÄUSER, 2005a), e esses cones são separados 

das folhas e caules, que frequentemente são tratados como resíduos e permanecem nas 

fazendas. Aproximadamente um terço da biomassa total do lúpulo corresponde aos cones, 

enquanto os outros dois terços consistem de folhas, caules e cones não colhidos 

(AFONSO et al., 2021; HRNČIČ et al., 2019; KOPEĆ et al., 2022). 

Os resíduos agroindustriais, incluindo os resíduos do cultivo do lúpulo, 

apresentam na composição vasta quantidade de substâncias com alto potencial de 

valorização, como os compostos bioativos que possuem propriedades antioxidantes e 

antimicrobianas, contribuindo para o bem-estar e saúde humana, dentre eles estão os 

fenólicos, saponinas, ácidos orgânicos, fitosteróis e carotenoides (CARBINELL-

CAPELLA et al., 2014; CORREIA et al., 2012; SERRANO-LÉON et al., 2018). 

As saponinas pertencem ao grupo dos glicosídeos e sua função inclui atuar em 

interfaces, reduzindo a tensão superficial da água e promovendo a formação de espuma 

em soluções aquosas (MAN et al., 2010; OAKENFULL, 1981; PRICE; JOHNSON; 

FENWICK, 1987). Por muitos anos, as saponinas foram consideradas antinutrientes, 

porém recentemente vêm ganhando destaque devido às diversas propriedades funcionais, 

sendo amplamente exploradas em várias indústrias, como a alimentícia, cosmética e 

farmacêutica (GÜÇLÜ-ÜSTÜNDAĞ; MAZZA, 2007; DAFFODIL; MOHAN; 

TRESINA, 2016; SHI et al., 2004; SPARG; LIGHT; VAN STADEN, 2004) 

As propriedades das saponinas incluem suas capacidades como agentes 

espumantes e emulsificantes (PRICE; JOHNSON; FENWICK, 1987; SPARG; LIGHT; 
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VAN STADEN, 2004), ação anticancerígena, anti-inflamatória, antiviral, atividade 

hemolítica e efeito hipocolesterolêmico (MILGATE; ROBERTS, 1995; SPARG; 

LIGHT; VAN STADEN, 2004), bem como atividades antimicrobianas, inseticidas e 

moluscicidas (SPARG; LIGHT; VAN STADEN, 2004), e ação como conservante no 

controle da deterioração microbiana (MIYAKOSHI et al., 2000; PIORKOWSKI; 

MCCLEMENTS, 2014; PRICE; JOHNSON; FENWICK, 1987). 

Para extração das saponinas podem ser usadas as técnicas convencionais 

(maceração, Soxhlet e sob refluxo) e as tecnologias verdes (ultrassom, micro-ondas e 

acelerada por solvente) (HENG et al., 2013). Embora os métodos convencionais ainda 

sejam os mais utilizados, possuem desvantagens, como grande consumo de solvente, 

longos tempos e uso de altas temperaturas. Por outro lado, as técnicas de extração verdes 

minimizam o uso de solventes tóxicos, utilizam matérias-primas renováveis, realizam 

sínteses químicas menos perigosas e reduzem a poluição, seguindo assim os princípios da 

química verde (ANASTAS; EGHBALI, 2009; AZMIR et al., 2013; YUSOFF et al., 

2022). 

A extração assistida por ultrassom tem se destacado pela eficiência, uma vez que 

requer menores volumes de solvente, reduz o tempo de extração e minimiza a degradação 

de compostos sensíveis ao calor. O processo baseia-se no fenômeno da cavitação, que 

rompe a estrutura celular da matriz, facilitando a liberação e extração dos compostos de 

interesse (DAI; MUMPER, 2010; FU et al., 2021; GIL-MARTÍN et al., 2022). 

Para quantificação das saponinas extraídas de materiais vegetais são comumente 

empregados os métodos espectrofotométricos e cromatográficos (CHEOK; SALMAN; 

SULAIMAN, 2014). O ensaio de vanilina com ácido sulfúrico, proposto por Hiai et al. 

(1976), é o método mais utilizado para a análise espectrofotométrica, no qual as saponinas 

oxidadas reagem com a vanilina, enquanto o ácido sulfúrico atua como oxidante, gerando 

reação colorimétrica que permite a quantificação de saponinas totais.  

Neste contexto, o presente estudo avalia e otimiza a extração de saponinas a partir 

de resíduos agroindustriais gerados pelo cultivo do lúpulo, utilizando tecnologias verdes, 

como a extração assistida por ultrassom.  
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2. FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

2.1 Resíduos agroindustriais 

O crescimento da população global resulta em demanda crescente por bens 

essenciais à manutenção da vida, e a agricultura e as agroindústrias são setores primários 

responsáveis pelo incremento produtivo necessário para suprir essa demanda (TARIQ et 

al., 2023). No entanto, essas atividades geram volumes significativos de resíduos 

(TRIPATHI et al., 2019).  

 

2.1.1 Classificação dos resíduos agroindustriais 

Os resíduos agrícolas podem ser classificados em dois principais segmentos, à 

base de plantas e de origem animal. Os resíduos de origem animal são gerados pelos 

setores de processamento de carnes de peixes, aves, bovinos e suínos, como também do 

processamento de leite e produtos lácteos. Tais resíduos incluem ossos, tendões, pele, 

sangue, conteúdo gastrointestinal e órgãos internos, estes variam como o tipo do animal, 

como também abrange as águas residuais utilizadas nos processos (JAYATHILAKAN et 

al., 2012; SINGH et al., 2021).  

Os resíduos à base de plantas podem ser subdivididos em resíduos de campo e 

resíduos de processo. Os resíduos de campo, também chamados de resíduos de culturas, 

denominados em inglês como Crop Residues (CR), são partes das plantas, como folhas, 

caules e sementes, que permanecem no campo após a colheita. Esses resíduos podem ser 

utilizados como ração animal, métodos de melhoria do solo, fertilizantes, além de outras 

aplicações. Anualmente, são geradas milhões de toneladas desses resíduos, totalizando 

5.280 megatoneladas produzidas globalmente no período de 2020-2021 (SHINDE et al., 

2022; SINGH et al., 2021).  

Os resíduos de processo são aqueles gerados após o processamento e refinamento 

da matéria-prima, como subprodutos de indústrias açucareiras, moinhos de farinha de 

grãos e processamento de frutas, dentre eles estão bagaço, melaço, borra, cascas, raízes e 

sementes (SINGH et al., 2021).  

Os resíduos agroalimentares compreendem toda esta cadeia de fornecimento, 

desde a etapa do campo, da produção à pós-colheita, incluindo as etapas de processamento 

industrial, distribuição e consumo doméstico (MIRABELLA; CASTELLANI; SALA, 

2014). De acordo com a Organização das Nações Unidas para Alimentação e Agricultura 

(FAO – do inglês Food and Agriculture Organization of the United Nations) (FAO, 

2019), são gerados cerca de 1,3 bilhão de toneladas de resíduos agroalimentares pela 
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indústria alimentícia anualmente, o que equivale a um terço do total da produção de 

alimentos.  

 

2.1.1.1 Resíduos da produção do lúpulo 

O lúpulo (Humulus lupulus L. – Figura 1a) é uma planta perene e trepadeira que 

pode atingir até 7 metros de altura, gerando quantidade significativa de biomassa. É uma 

planta amplamente cultivada, em campos comerciais são preferencialmente cultivadas as 

plantas femininas, que são utilizadas na produção de cerveja. As flores, conhecidas como 

cones de lúpulo (Figura 1b), são essenciais para desenvolver o aroma e amargor 

característicos da cerveja, devido à presença das substâncias alfa-ácidos, beta-ácidos e do 

óleo essencial de lúpulo (ALMAGUER et al., 2014; GERHÄUSER, 2005a). Existem 

mais de 30 variedades importantes de lúpulo nos Estados Unidos, mais de 40 na Europa 

e cerca de 48 variedades no Brasil. Essa ampla diversidade de lúpulo inclui as variedades 

Magnum, Nugget, Columbus, Cascade, Comet, Chinook e Zeus, entre outras (SPÓSITO 

et al., 2019; BRASIL, 2022). 

 

Figura 1 – Sistema de cultivo da plantação de lúpulo (a) e cones de lúpulo (b) na Fazenda 

Brava Grande (Fartura - SP).  

Fonte: Autora.                

 

Durante a colheita do lúpulo, os cones são separados das folhas e caules, que 

geralmente são considerados resíduos. Nos últimos anos, os resíduos da indústria 

cervejeira, como os cones de lúpulo remanescentes após a extração dos ácidos, têm 

ganhado maior atenção pelo potencial uso na compostagem ou na obtenção de 

bioprodutos de alto valor agregado (HRNČIČ et al., 2019; KOPEĆ et al., 2022). No 

a) b) 
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entanto, as folhas e caules gerados durante a colheita, que permanecem nas fazendas, 

ainda não receberam o mesmo nível de interesse e exploração (AFONSO et al., 2021). 

Aproximadamente um terço da biomassa total é composto pelos cones, enquanto 

os dois terços restantes consistem em folhas, caules e cones não colhidos (HRNČIČ et 

al., 2019; KOPEĆ et al., 2022). Essa porção residual gera quantidade significativa de 

biomassa, estimada em cerca de 10 a 15 toneladas por hectare (2,6 kg/planta) (ABRAM 

et al., 2015). De acordo com as estimativas da FAO em 2022, a área global dedicada ao 

cultivo de lúpulo foi de cerca de 103.000 hectares, com produção que excedeu 158.000 

toneladas. Logo, devido ao aumento expressivo da produção de lúpulo, a quantidade de 

resíduos advindos dessa cultura aumentou proporcionalmente. 

O lúpulo contém diversas propriedades bioativas devido à presença de metabólitos 

secundários, incluindo compostos fenólicos, alcaloides, ácidos amargos e terpenos. Esses 

compostos estão associados a propriedades antioxidantes, antimicrobianas e antivirais 

(ALONSO-ESTEBAN et al., 2019; HRNČIČ et al., 2019; KARABÍN et al., 2016; 

KROTTENTHALER, 2009; ROEHRER et al., 2019). Essas substâncias são secretadas 

principalmente pelas glândulas de lupulina e acumuladas em tricomas glandulares dos 

cones, mas também podem ser encontrados nas folhas e caules (GERHÄUSER, 2005b; 

KAVALIER et al., 2011; STEVENS et al., 1997). 

Vários estudos demonstram que as folhas de lúpulo podem ser consideradas fonte 

de moléculas funcionais devido à presença de compostos como fenólicos (IGLESIAS et 

al., 2021), saponinas (IGLESIAS et al., 2021; OKAFOR et al., 2020), alcaloides, taninos 

(OKAFOR et al., 2020) e ácidos amargos (KENNELLY; MATTHEWS; MORCOL, 

2021). A presença desses compostos evidencia as propriedades antimicrobianas e 

antioxidantes proveniente das folhas do lúpulo (IGLESIAS et al., 2021; SABBATINI et 

al., 2024).  

Os tipos e quantidade de compostos bioativos na biomassa do lúpulo podem variar 

devido a diversos fatores, visto que o metabolismo secundário da planta, responsável pela 

produção desses compostos, é influenciado pelas condições edafoclimáticas ao longo das 

diferentes fases de crescimento do lúpulo (ABRAM et al., 2015; GREEN, 1997). 

 

2.1.2 Impacto dos resíduos agroindustriais 

Os resíduos agroindustriais representam uma preocupação global, com volumes 

que aumentam a cada ano e que, frequentemente, não recebem o tratamento adequado 

(DUHAN, J.; DUHAN, S.; SADH, 2018). A maior parte desses resíduos é descartada em 
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aterros sanitários ou incinerada, o que acarreta sérios impactos ambientais, econômicos e 

sociais. O descarte inadequado e a queima descontrolada liberam poluentes na atmosfera, 

comprometendo a qualidade do ar e provocando problemas respiratórios na população, 

além da contaminação da água devido ao escoamento desses resíduos para dentro de 

corpos de água (FREITAS et al., 2021; KARAK et al., 2015; VARMA et al., 2015; 

WANG et al., 2016). 

Além disso, os resíduos agroindustriais tornam-se fonte de proliferação de 

microrganismos, embora esses organismos sejam fundamentais para o processo de 

decomposição, o crescimento exacerbado pode gerar problemas significativos. A 

proliferação excessiva está associada à emissão de gases de efeito estufa, à liberação de 

subprodutos tóxicos resultantes da degradação, além do aumento de bactérias e fungos 

patogênicos (FREITAS et al., 2021). São acumulados anualmente cerca de 3,3 bilhões de 

toneladas de gás carbônico associadas a esses resíduos agroindustriais (CAPANOGLU; 

NEMLI; TOMAS-BARBERAN, 2022).  

Os desafios econômicos e sociais associados aos resíduos agroindustriais também 

geram impactos alarmantes. Somente o desperdício de alimentos, por exemplo, gera custo 

de aproximadamente 1 trilhão de dólares por ano, valor que poderia suprir as necessidades 

nutricionais de milhões de pessoas (CAPANOGLU; NEMLI; TOMAS-BARBERAN, 

2022). 

 

2.1.3 Métodos para a valorização dos resíduos agroindustriais  

Um elevado potencial de valorização está associado aos resíduos agroindustriais 

devido à sua rica composição. O aproveitamento adequado desses resíduos pode resultar 

na produção de uma variedade de produtos valiosos, como nutracêuticos, 

biocombustíveis, biogás, biopolímeros e biofertilizantes, entre outros. Esses produtos 

contribuem também para a bioeconomia (CAPANOGLU; NEMLI; TOMAS-

BARBERAN, 2022; DUHAN, J.; DUHAN, S.; SADH, 2018). 

A compostagem é um dos métodos mais utilizados para o aproveitamento de 

resíduos agroindustriais. Trata-se de processo controlado, simples e sustentável, no qual 

materiais orgânicos são decompostos com o auxílio de microrganismos em condições 

aeróbicas (AYILARA et al., 2020; TARIQ et al., 2023). 

A maior parte dos resíduos agroindustriais consiste em polissacarídeos ricos em 

celulose, hemicelulose e lignina. Além disso, contêm diversos outros nutrientes, como 

lipídios, pectinas, proteínas e uma variedade de polifenóis. Um produto extraído dos 
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resíduos é a enzima, que atua como catalisador biológico em indústrias produtoras de 

cerveja, papel, celulose, panificação e detergentes (HASSAN; JAISWAL; WILLIAMS, 

2019; TARIQ et al., 2023). 

Outra abordagem para o aproveitamento de resíduos agrícolas é a fermentação em 

estado sólido (FES), processo biotecnológico no qual microrganismos crescem em 

substratos sólidos ou materiais insolúveis, com pouca ou nenhuma presença de água livre 

(BHARGAV et al., 2008).  

Biorrefinarias têm como objetivo produzir biocombustíveis, biomateriais e 

compostos bioativos a partir de resíduos. Exemplo é o bioetanol, uma alternativa 

renovável que pode substituir os combustíveis fósseis. Além disso, o biogás é outra forma 

de bioenergia gerada a partir da degradação anaeróbia de resíduos ricos em materiais 

lignocelulósicos (DEUBLEIN; STEINHAUSER, 2011; NOPHARATANA; 

PAEPATUNG; SONGKASIRI, 2009; TARIQ et al., 2023). 

Aspecto relevante dos resíduos agroindustriais é a presença de compostos 

bioativos, que possuem atividades biológicas capazes de modular processos metabólicos, 

promovendo melhores condições de saúde devido as propriedades antioxidantes e 

antimicrobianas. Entre esses compostos destacam-se os fenólicos, saponinas, fitosteróis, 

tocoferóis, carotenoides, ácidos orgânicos, tiossulfonatos e glicosinolatos (CARBINELL-

CAPELLA et al., 2014; CORREIA et al., 2012; SERRANO-LÉON et al., 2018). Esses 

compostos podem ser encontrados em resíduos como a casca e caroço do abacate 

(MELGAR et al., 2018), cascas da batata, batata-doce, laranja e maracujá (NEGESSE, 

2009; SIHOMBING et al., 2015), semente e casca da uva (SHAKER, 2006), folhas do 

lúpulo (IGLESIAS et al., 2021; OKAFOR et al., 2020), entre outros. 

 

2.2 Saponinas 

As saponinas são um grupo de glicosídeos, caracterizadas principalmente pelas 

propriedades surfactantes, gerando a formação de espuma em soluções aquosas (MAN et 

al., 2010). Esses compostos desempenham papel crucial na defesa das plantas, atuando 

como barreira química contra patógenos e herbívoros. São frequentemente encontrados 

em partes vegetais suscetíveis a ataques fúngicos, bacterianos ou à predação de insetos 

(AUGUSTIN et al., 2011; BECKER; MUETZEL; WINA et al., 2005). 
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2.2.1 Aspectos gerais das saponinas 

As saponinas realizam atividade de interface, que é a redução da tensão superficial 

da água. São componentes anfifílicos, ou seja, são hidrofóbicos e hidrofílicos, apresentam 

uma aglicona na estrutura proveniente de anéis policíclicos, chamada genericamente de 

sapogenina, ligada a uma ou mais unidades de açúcares, chamadas de gliconas (Figura 2) 

(OAKENFULL, 1981; PRICE; JOHNSON; FENWICK, 1987). 

 

Figura 2 – Estrutura da saponina esteroidal com 4 cadeias de açúcares. 

 

Fonte: Adaptado de Chaieb (2010). 

 

Baseado na estrutura da aglicona, as saponinas podem ser classificadas em dois 

grupos principais, triterpênicas ou esteroidais (Figura 3). As triterpênicas são formadas 

por 30 átomos de carbono no total, geralmente distribuídas em 5 anéis, e as esteroidais 

contém 27 átomos de carbono, distribuídos em 6 anéis, ambas derivam do 2,3-

oxidosqualeno. Alguns autores (HARALAMPIDIS; TROJANOWSKA; OSBOURN, 

2002; HOSTETTMANN; MARSTON, 1995) consideram os glicoalcalóides esteroidais 

(Figura 4) como terceiro grupo de saponinas, por possuírem a mesma estrutura que as 

esteroidais, diferenciando no grupo de nitrogênio, ao invés do átomo de oxigênio. No 

entanto, Vincken et al. (2007), os classificam como grupo separado e propôs uma 

classificação mais detalhada das saponinas, baseada na estrutura das sapogeninas, 

dividindo-as em 11 classes principais e 16 subclasses (HARALAMPIDIS; 

TROJANOWSKA; OSBOURN, 2002; HOSTETTMANN; MARSTON, 1995; 

KALINOWSKA et al., 2005; SPARG; LIGHT; VAN STADEN, 2004).  
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Figura 3 – Estruturas representativas de sapogenina (a) triterpênica (ácido oleanólico) e 

(b) esteroidal (diosgenina). 

 

Fonte: Adaptado de Augustin et al. (2011). 

 

Figura 4 – Exemplo da estrutura de um glicoalcalóide esteroidal (solasodina). 

 

Fonte: Adaptado de Augustin et al. (2011). 

 

Os açúcares presentes na saponina frequentemente aparecem na forma de 

oligossacarídeos, em cadeias lineares ou ramificadas, entretanto também podem aparecer 

na forma de monossacarídeos. Exemplos são açúcares como a glicose, arabinose, xilose, 

ácido glucurônico, galactose, ramnose, entre outros (MAHATO et al., 1988).  

A fração de açúcar está ligada à aglicona através de ligação tipo éster ou éter. As 

saponinas podem ser classificadas quanto ao número de cadeias desses sacarídeos 

presentes na molécula, exemplo, quando há apenas uma ligada é chamada de 

monodesmosídica. Saponinas bidesmosídicas apresentam, além da cadeia de açúcar 

ligada ao carbono 3, uma cadeia adicional ligada ao carbono 26 ou 28. E por fim, pode 

ocorrer também a ligação de três cadeias de açúcares em diferentes posições da aglicona, 

caracterizando as raras saponinas tridesmosídicas. Portanto, observa-se que a grande 

complexidade da estrutura da saponina ocorre devido a variabilidade da estrutura da 

         

a)        b) 
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aglicona, da natureza e da posição da ligação dessas cadeias laterais à aglicona 

(FRANCIS et al., 2002; KALINOWSKA et al., 2005; SCHWARZ, 2003; 

YÜCEKUTLU; BILDACI, 2008). 

A presença das saponinas foi identificada em mais de 100 famílias de plantas 

silvestres ou cultivadas e em fontes marinhas, como estrelas-do-mar e pepino-do-mar 

(FRANCIS et al., 2002; HOSTETTMANN; MARSTON, 1995). As saponinas esteroidais 

são encontradas principalmente em plantas monocotiledôneas (como Agavaceae, 

Dioscoreaceae e Liliaceae), e as triterpênicas em dicotiledôneas (Leguminosae, 

Araliaceae e Caryophyllaceae) (SPARG; LIGHT; VAN STADEN, 2004). Em grande 

variedade de alimentos, as saponinas triterpênicas foram detectadas, como soja, feijão, 

ervilha, beterraba, espinafre, quinoa e chás, enquanto as esteroidais em aveia, pimentão, 

tomate, batata, alho-poró, cebola, alho e em aspargos (FRANCIS et al., 2002). 

Nos resíduos agroindustriais advindos da cultura de alimentos também foram 

relatados a presença de saponinas, como em folhas da beterraba (CAETANO et al., 2024; 

MROCZEK et al., 2019), cascas da batata e da batata-doce, casca da laranja (NEGESSE, 

2009; SIHOMBING et al., 2015), folhas do maracujá (REGINATTO et al., 2001), cascas 

do maracujá (SIHOMBING et al., 2015), folhas do lúpulo (IGLESIAS et al., 2021; 

OKAFOR et al., 2020), entre outros. 

A saponina também pode ser encontrada em fontes não alimentares que são 

empregadas em aplicações industriais e de saúde, como quilaia (Quillaja saponaria), 

feno-grego (Trigonella foenum-graceum), alfafa (Medicago sativa), castanha da índia 

(Aesculus hippocastanum), alcaçuz (espécies de Glycyrrhiza, como Glycyrrhiza glabra), 

saponária (Saponaria officinalis), mojave yucca (Yucca schidigera), flor mosquitinho 

(como Gypsophila paniculata), salsaparrilha (Smilax regelii e outras espécies 

relacionadas do gênero Smilax) e ginseng (Panax ginseng) (BALANDRIN, 1996; 

HOSTETTMANN; MARSTON, 1995). 

 

2.2.2 Propriedades e aplicações das saponinas 

Há muitos séculos, as saponinas derivadas do sabão (Saponaria officinalis L.) têm 

sido amplamente utilizadas como detergente doméstico (SPARG; LIGHT; VAN 

STADEN, 2004). As saponinas têm sido historicamente consideradas como 

antinutrientes, entretanto, nos últimos anos, têm despertado grande interesse devido às 

múltiplas propriedades funcionais. A crescente demanda por produtos naturais, aliada às 

características físico-químicas e às comprovações sobre as atividades biológicas, 
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contribuiu para a expansão do uso desse composto em diversas indústrias, como a 

alimentícia, cosmética e farmacêutica (GÜÇLÜ-ÜSTÜNDAĞ; MAZZA, 2007; 

DAFFODIL; MOHAN; TRESINA, 2016; SHI et al., 2004). 

Na indústria alimentícia, as saponinas têm sido exploradas em diversas aplicações, 

incluindo como conservantes no controle da deterioração microbiana. Pesquisa conduzida 

por Miyakoshi et al. (2000) demonstrou que as saponinas extraídas da Yucca 

schidigera (Mohave yucca) apresentaram atividade inibitória contra o crescimento de 

leveduras deteriorantes, leveduras formadoras de biofilmes e fungos dermatofíticos. 

Além disso, Li, Baert e Uyttendaele (2013) observaram que saponinas da espécie 

Sapindus saponaria, quando combinadas com tratamento térmico, são eficazes na 

inativação da bactéria deteriorante Alicyclobacillus acidoterrestris. 

A saponina também pode ser utilizada como surfactante natural em alimentos e 

bebidas. Exemplo é a saponina de Quillaja, que tem sido aplicada como agente 

emulsificante em formulações de bebidas, substituindo surfactantes sintéticos como os 

Tweens devido à alta estabilidade e eficácia em emulsões (PIORKOWSKI; 

MCCLEMENTS, 2013; YANG et al., 2013). 

Outra aplicação da saponina é como agente espumante em bebidas e confeitaria 

(MIYAKOSHI et al., 2000; PIORKOWSKI; MCCLEMENTS, 2013; PRICE; 

JOHNSON; FENWICK, 1987), e também pode ser utilizada suas propriedades de sabor 

(GRENBY, 1991; HENG et al., 2006; KITAGAWA, 2002). Estudo desenvolvido por 

Wojciechowski et al. (2014) investigou a interação entre a saponina extraída da casca de 

quillaja e a β-caseína da proteína do leite bovino, para avaliar a atividade de superfície. 

Os resultados indicaram que a saponina de quillaja atua de forma eficiente como um 

biossurfactante natural.  

As saponinas também apresentam propriedades farmacológicas e medicinais, 

como ação anticancerígena, anti-inflamatória, antiviral, atividade hemolítica e efeito 

hipocolesterolêmico (MILGATE; ROBERTS, 1995; SPARG; LIGHT; VAN STADEN, 

2004). Estudos realizados com as saponinas derivadas da espécie Allium chinense 

evidenciaram resposta eficaz para o tratamento do melanoma e carcinoma de mama (YU 

et al., 2015). O princípio ativo vegetal derivado das saponinas extraídas do castanheiro-

da-índia (Aesculus hippocastanum L.), conhecido como escina, destaca-se pelas 

propriedades anti-inflamatórias, apresentando atividades significativas no tratamento de 

insuficiência venosa crônica (IVC), hemorroidas e edema pós-operatório (SIRTORI, 

2001). 
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Além das aplicações mencionadas, as saponinas possuem outras atividades 

importantes, como ação inseticida e moluscicida (SPARG; LIGHT; VAN STADEN, 

2004). As propriedades como agentes espumantes e emulsificantes também são 

amplamente exploradas, especialmente na indústria cosmética (PRICE; JOHNSON; 

FENWICK, 1987; SPARG; LIGHT; VAN STADEN, 2004). 

 

2.3 Extração de saponinas 

A extração de saponinas de diferentes matrizes envolve etapas preliminares, como 

o pré-tratamento da amostra, seguidas pela aplicação das diversas metodologias de 

extração. 

 

2.3.1 Pré-tratamento da amostra 

Para otimizar a eficiência e remover interferentes na extração de saponinas, 

algumas técnicas de pré-tratamento são frequentemente aplicadas às amostras. Entre essas 

técnicas, destaca-se o desengorduramento, geralmente realizado com solvente lipofílico, 

como acetato de etila ou hexano, que pode ser aplicado tanto antes quanto após a extração 

principal. Além disso, as técnicas de secagem e a redução do tamanho das partículas da 

amostra através da moagem também são realizadas (MUIR et al., 2002). 

 

2.3.2 Métodos de extração 

Os métodos de extração de saponinas são comumente divididos em dois grupos: 

convencionais e as tecnologias verdes. As técnicas convencionais incluem métodos como 

a maceração, Soxhlet e sob refluxo, e as tecnologias verdes são a extração assistida por 

ultrassom, por micro-ondas e acelerada por solvente (HENG et al., 2013). 

Os métodos de extração normalmente utilizam solventes com a água, etanol, 

metanol, glicerol e surfactantes aquosos ou alcoólicos, entretanto a solubilidade de 

algumas saponinas em éter, clorofórmio, benzeno, acetato de etila ou ácido acético glacial 

também foi relatada (HOSTETTMANN; MARSTON, 1995; KREGIEL et al., 2017). 

 

2.3.2.1 Métodos convencionais  

As metodologias convencionais de extração de saponina têm sido utilizadas há 

décadas, mesmo que possuam limitações como maior tempo de extração e maior consumo 

de solventes (YUSOFF et al., 2022).  
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A extração por maceração é uma das técnicas convencionais mais utilizadas. 

Nesse processo, o material é imerso em solvente específico por um período, muitas vezes 

sendo um tempo prolongado, para extração do soluto presente na composição do material. 

A eficácia da maceração depende de dois fatores principais: a solubilidade e a difusão. A 

taxa de dissolução é controlada pela transferência de massa entre o soluto e o solvente 

(NAVIGLIO et al., 2019; REICHARDT; WELTON, 2011). 

As metodologias de extração de Soxhlet e sob refluxo possuem funcionamento 

semelhante, envolvendo o aquecimento da solução até o ponto de ebulição e, em seguida, 

os vapores gerados são condensados e retornam ao frasco original, processo que 

normalmente envolve longo período de tempo (BART, 2011). No método de refluxo, a 

matriz é submetida a aquecimento por um período, permitindo que reações químicas 

ocorram enquanto os vapores condensam e retornam ao frasco, mantendo a temperatura 

da reação constante (TIAN et al., 2016; ZHANG et al., 2018). No método de Soxhlet a 

amostra é adicionada em reservatório de vidro, também conhecido como dedal, e o 

solvente é adicionado ao balão de fundo redondo. O solvente passa repetidamente pelo 

dedal, extraindo os compostos, sendo constantemente recuperado e retornado ao balão, 

até o processo atingir a saturação (SEN et al., 2019). 

 

2.3.2.2 Tecnologias verdes 

Embora os métodos convencionais de extração ainda sejam os mais utilizados, 

possuem desvantagens, como grande consumo de solvente, longos períodos de extração 

e uso de altas temperaturas. Por outro lado, as técnicas de extração verdes minimizam o 

uso de solventes tóxicos, utilizam matérias-primas renováveis, realizam sínteses químicas 

menos perigosas e reduzem a poluição (AZMIR et al., 2013; YUSOFF et al., 2022). 

A extração assistida por micro-ondas é um método alternativo amplamente 

utilizado, conhecido pela rapidez e eficiência devido a minimização do tempo de extração 

e solvente empregado. A técnica se baseia na ruptura da estrutura celular da amostra, 

resultado do aquecimento da mistura de amostra e solvente, gerado pela energia da 

radiação de micro-ondas não ionizante (KADERIDES et al., 2019; MARTINEZ; 

MEIRELES; VEGGI, 2012; ZHENG et al., 2013). A energia térmica é absorvida porque 

as micro-ondas afetam diretamente as moléculas do dipolo, por meio da condução iônica 

ou da rotação de dipolos. Esse efeito provoca aumento na rotação dessas moléculas, 

resultando em aquecimento sem a geração de gradiente térmico no sistema. O aumento 

da temperatura contribui para a elevação da porosidade da matriz vegetal, o que, por sua 
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vez, incrementa o coeficiente de difusão de massa, possibilitando maior capacidade de 

dessorção da matriz e absorção de solventes para compostos bioativos (ALARA et al., 

2018; CASSOL; NOREÑA; RODRIGUES, 2019; CHAVES et al., 2020). 

A técnica de extração acelerada por solvente é uma metodologia utilizada para 

aumentar o rendimento e reduzir o tempo do processo de extração. O material a ser 

extraído é colocado em recipiente metálico, onde o solvente é introduzido. Em seguida, a 

temperatura do sistema é elevada para além do ponto de ebulição do solvente, que, devido 

ao aumento simultâneo da pressão, permanece em estado líquido. Após curto período, a 

matriz sólida é completamente extraída. O solvente tem grande influência nesse processo, 

podendo ser substância pura ou mistura, com destaque para a água que apresenta boa 

relevância. O processo é geralmente realizado em período de 15 a 25 minutos, utilizando 

volumes reduzidos de solvente, aproximadamente entre 15 a 45 mL. Essa abordagem 

inovadora é eficaz porque acelera a difusão, permitindo a extração de sólidos utilizando 

líquidos (CHEOK; SALMAN; SULAIMAN, 2014; DU; HE; XU, 2018; MOLINO et al., 

2018). 

A extração assistida por ultrassom é uma metodologia verde promissora para a 

obtenção de compostos bioativos, destaca-se por requerer menos solvente, reduzir o 

tempo de extração e aumentar o rendimento, além de minimizar a degradação de 

compostos termossensíveis (FU et al., 2021). 

 

2.3.2.2.1 Extração assistida por ultrassom 

A técnica de extração assistida por ultrassom consiste na emissão de ondas sonoras 

com frequência entre 20 e 2000 kHz, com comprimentos de ondas milimétricas. Os 

comprimentos de onda são maiores que as moléculas bioativas e macromoléculas, o que 

impede a absorção direta da energia. A energia gerada pelas ondas provoca oscilações 

rápidas de pressão, de baixa a alta, resultando na formação de microbolhas de vácuo em 

diferentes pontos, em fase líquida. Com a repetição desse processo, ocorre o fenômeno 

da cavitação (Figura 5), no qual essas bolhas acumulam energia até ultrapassarem o limite 

de resistência, colapsando e gerando explosões. Essas colisões produzem altas forças de 

cisalhamento e ondas de choque que se propagam pelo meio, rompendo a microestrutura 

celular e reduzindo o tamanho das partículas. O aumento da área de superfície resultante 

melhora a difusão e a transferência de massa dos compostos de interesse da matriz para o 

solvente extrator (DAI; MUMPER, 2010; GIL-MARTÍN et al., 2022). 

 



27 

 

Figura 5 – Mecanismo da extração assistida por ultrassom: (a) o ultrassom atua na célula, 

(b) ocorre a ruptura celular, (c) os compostos de interesse presentes na célula são 

liberados. 

 

Fonte: Adaptado de Shen et al. (2023). 

 

A extração assistida por ultrassom pode ser realizada de forma simples em 

laboratório. Atualmente, existem dois principais tipos de equipamentos ultrassônicos 

amplamente utilizados: o banho e a sonda (Figura 6) (CARREIRA-CASAIS et al., 2021). 

O equipamento do tipo banho (Figura 6a-b), consiste em um tanque de aço inoxidável 

com um ou mais transdutores ultrassônicos fixados no fundo ou nas quatro paredes do 

equipamento. A sonda (Figura 6c-d), apresenta um transdutor ligado à sonda que é imersa 

no reator com a solução alvo (VERRUCK; PRUDENCIO, 2018). Além disso, estes 

equipamentos ultrassônicos também podem ser classificados em extração direta (sonda) 

e indireta (banho ultrassônico) (AlYAMMAHI et al., 2022; CASTELLARIN et al., 

2023). 

 

Figura 6 – Representação dos equipamentos ultrassônicos: banho (a, b) e sonda (c, d). 

 

Fonte: Adaptado de Shen et al. (2023). 

 

A técnica de extração por ultrassom é valorizada devido ao baixo custo de 

implementação e operação, além de ser um método sustentável, pois utiliza pequenos 
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volumes de solvente. Outro benefício é o ciclo de trabalho rápido, o que minimiza a 

degradação dos compostos, contribuindo para a redução do consumo de energia e a 

necessidade de altas temperaturas. Esses fatores favorecem a qualidade dos extratos 

obtidos, tornando o ultrassom uma técnica de alto rendimento e de fácil escalabilidade 

(FU et al., 2021; NUNES et al., 2018; RAMÍREZ-GARZA; RODRÍGUEZ DE LUNA; 

SALDÍVAR, 2020; YU et al., 2017). 

Essa metodologia apresenta algumas desvantagens, como a limitação na 

quantidade de amostra que pode ser processada por vez, pois volumes maiores requerem 

amplas áreas operacionais e o uso de equipamentos em série. Outra desvantagem do 

banho ultrassônico é a baixa reprodutibilidade, causada pela presença de água, que reduz 

a dispersão de energia devido à absorção parcial. Para dissipação desse problema, o uso 

de sondas ultrassônicas tem ganhado destaque (MACHADO et al., 2019; RAMÍREZ-

GARZA; RODRÍGUEZ DE LUNA; SALDÍVAR, 2020). 

 

2.3.3 Quantificação de saponinas  

A quantificação de saponinas extraídas de materiais vegetais geralmente é 

realizada por métodos espectrofotométricos e cromatográficos. A principal diferença 

entre esses dois métodos está no resultado obtido, pois o método espectrofotométrico 

fornece valor total de saponinas presentes na amostra, sem distinguir os diferentes tipos 

de saponinas, enquanto o método cromatográfico permite a identificação e quantificação 

de saponinas específicas (CHEOK; SALMAN; SULAIMAN, 2014). 

A técnica espectrofotométrica é amplamente difundida na quantificação de 

saponinas de materiais vegetais por ser simples, rápido e acessível. O método mais 

comum para essa análise é o ensaio de vanilina com ácido sulfúrico, proposto por Hiai et 

al. (1976), no qual as saponinas oxidadas reagem com a vanilina, enquanto o ácido 

sulfúrico atua como oxidante, gerando uma reação colorimétrica ácida para quantificação 

das saponinas. Em alguns casos, o ácido perclórico é utilizado, por também ser oxidante 

forte, como realizado nos estudos conduzidos por Chen, Gong e Xie (2007), Li et al. 

(2010) e Wu et al. (2001).  

Na revisão conduzida por Cheok, Salman e Sulaiman (2014), são apontadas 

diferenças nas pesquisas de extração de saponinas em matrizes vegetais, como diferenças 

na escolha dos reagentes, nas condições para o desenvolvimento da reação, nos padrões 

e nos comprimentos de onda empregados. Quanto as condições para o desenvolvimento 

da reação, estudos como os de Liu et al. (2016), Ncube et al. (2011) e Patel et al. (2012), 
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após a realização do procedimento descrito por Hiai et al. (1976), submeteram a mistura 

a aquecimento de 60 ºC por 10 minutos para permitir o desenvolvimento completo da 

reação. Entretanto, outras pesquisas como a de Chen, Gong e Xie (2007) aplicaram 

condições de 70 ºC por 15 minutos, e Li et al. (2010) utilizaram por 70 ºC por 20 minutos. 

O comprimento de onda deve ser analisado, pois será característico ao produto formado 

após a derivatização, que depende do tipo de saponina presente na matriz vegetal (HIAI 

et al., 1976), os comprimentos geralmente usados para análise situam-se entre 480 e 610 

nm, com exceções, como Mostafa et al. (2013), que utilizou 473 nm, e Liu et al. (2012) 

que empregou 283 nm (CHEOK; SALMAN; SULAIMAN, 2014).   

Outras metodologias espectrofotométricas também podem ser utilizadas, como a 

análise de sapogeninas esteroides, que visa quantificar exclusivamente esse tipo de 

composto. Esse método é baseado em uma reação colorimétrica que envolve o uso de 

anisaldeído ou vanilina, ácido sulfúrico e acetato de etila, com medida no comprimento 

de onda máximo em 430 nm (BACCOU; LAMBERT; SAUVAIRE, 1977). Outra técnica 

aplicada é o método hemolítico, que se baseia na reação das saponinas com o reagente 

sanguíneo, levando à liberação de oxi-hemoglobina, cuja coloração pode ser mensurada 

por espectrofotometria (BARVE; JAYAKUMAR; LADDHA, 2010; HABICHT et al., 

2011). 

Métodos cromatográficos são utilizados para a separação e purificação de 

saponinas, permitindo a identificação de tipos específicos. A separação cromatográfica 

baseia-se na partição diferencial das saponinas entre as fases móvel e estacionária. Os 

diferentes constituintes migram com velocidades distintas ao longo da fase estacionária, 

resultando na separação dos compostos (CHEOK; SALMAN; SULAIMAN, 2014). Os 

métodos cromatográficos incluem cromatografia de camada delgada (TLC – do inglês 

Thin layer chromatography), cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC – do inglês 

High-performance liquid chromatography) e cromatografia líquida de ultra eficiência 

(UPLC – do inglês Ultra-performance liquid chromatography) (WANG et al., 2022). 

 

2.4 Química analítica verde 

A química analítica verde é uma frente na química analítica que consiste na 

implementação de métodos ecologicamente corretos para redução dos impactos negativos 

dos processos analíticos no meio ambiente, comumente chamados de tecnologias verdes 

(GAŁUSZKA; MIGASZEWSKI; NAMIEŚNIK, 2013). Os procedimentos para tornar os 

processos químicos mais ecológicos priorizam o uso de solventes mais limpos e menos 
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prejudiciais ou até a eliminação, além da minimização de reagentes. Também são 

aplicados métodos energeticamente eficientes, visando a minimização do consumo de 

energia, evitando derivatização e aplicando substratos de base renovável (CORTÉS; 

MARTÍNEZ; MIRANDA, 2022; SAJID; PŁOTKA-WASYLKA, 2022; WARDENCKI; 

NAMIESNIK, 2005).  

A preocupação ambiental no campo da química analítica teve início em 1995, com 

a publicação do editorial na edição especial da revista Analyst, que destacou os processos 

de miniaturização, contenção e substituição de reagentes em métodos analíticos 

(GUARDIA; RUZICKA, 1995). O conceito e os princípios da química verde foram 

estabelecidos em 1998 por Anastas e Warner, apresentando recomendações e diretrizes 

para a comunidade científica para processos químicos verdes. Desde então, diversos 

autores desenvolveram e discutiram estratégias de química analítica verde em livros 

científicos (GARRIGUES; GUARDIA, 2020; ARMENTA; GUARDIA, 2011; 

GUARDIA; GARRIGUES, 2012; KALJURAND; KOEL, 2019). 

As métricas de química verde são indicadores qualitativos e quantitativos do 

impacto dos processos analíticos na saúde humana e no meio ambiente, é uma importante 

ferramenta utilizada na química analítica verde (CORTÉS; MARTÍNEZ; MIRANDA, 

2022; SAJID; PŁOTKA-WASYLKA, 2022).  

Diversos estudos científicos propuseram ferramentas para a medição de práticas 

analíticas mais sustentáveis, como o Índice Nacional de Métodos Ambientais (NEMI – 

do inglês National Environmental Methods Index) (ACS, 2002), o Perfil de Avaliação 

Verde (do inglês Green assessment profile) (RAYNIE; DRIVER, 2009), a Eco Escala 

Analítica (GAŁUSZKA et al, 2012), o Índice de Procedimento Analítico Verde (GAPI – 

do inglês Green Analytical Procedure Index) (PŁOTKA-WASYLKA, 2018), o 

Analytical Method Volume Intensity (AMVI) ((HARTMAN et al., 2011), Analytical 

GREEnness Metric Approach and Software (AGREE) (PENA-PEREIRA; 

WOJNOWSKI; TOBISZEWSKI, 2020), HPLC Environmental Assessment Tool (HPLC-

EAT) (GABER et al., 2011), entre outras. 

 

3. OBJETIVOS 

3.1 Objetivo geral 

O presente trabalho teve como objetivo explorar métodos de extração 

ambientalmente amigáveis de saponinas no resíduo agroindustrial proveniente do cultivo 

de lúpulo.  
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3.2 Objetivos específicos 

a) Estudar e otimizar diferentes métodos ambientalmente benignos de extração de 

saponina; 

b) Quantificar as saponinas extraídas por método espectrofotométrico; 

c) Comparar os resultados obtidos com método convencional de extração de 

saponina. 

 

4. MATERIAIS E MÉTODOS 

4.1 Amostras, reagentes e soluções 

Os equipamentos e reagentes utilizados para o desenvolvimento estavam 

disponíveis no Laboratório de Analítica e Química de Alimentos da ESALQ/USP. Para 

as análises foram empregados água deionizada (18,2 MΩ cm a 25 ºC) e reagentes de grau 

analítico: ácido sulfúrico, etanol absoluto, metanol, saponina e vanilina. No preparo das 

amostras foram empregados: balança analítica (Mettler Toledo, modelo ME104), moinho 

de facas (Tecnal, modelo TE-631/4), extrator de lipídios (Tecnal, modelo TE-044), estufa 

com circulação e renovação de ar (Tecnal, modelo TE-394/2-MP), mesa agitadora com 

movimento orbital (Quimis, modelo Q225M), banho Dubnoff (Quimis, modelo 

Q226M1), banho ultrassônico (Unique, modelo USC-1450, frequência 25 kHz) e 

centrífuga refrigerada (Quimis, modelo Q222RT). 

 

4.1.1 Obtenção e preparo das amostras 

Amostras da folha do lúpulo das variedades Zeus e Comet foram adquiridas com 

o produtor Brava Terra, que realiza o plantio na fazenda Brava Grande na cidade de 

Fartura, no interior de São Paulo. As folhas foram submetidas a secagem em estufa com 

circulação e renovação de ar por 24 h a 60 ºC, trituradas e padronizadas em peneira (20 

mesh) e acondicionadas em sacos plásticos, vedadas e protegidas da luz dentro de 

refrigerador.  

 

4.1.2 Desengorduramento das amostras 

Inicialmente realizou-se o desengorduramento das amostras através da extração 

por Soxhlet, conforme definido pelo Instituto Adolfo Lutz (2008). Ao final, as amostras 

desengorduradas foram submetidas a secagem na estufa para evaporação total do 
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solvente, acondicionadas em dessecador de sílica gel e armazenadas em tubo tipo 

Falcon®, vedadas e protegidas da luz. 

 

4.2 Extratos 

Para a obtenção dos extratos das folhas de lúpulo das variedades Zeus e Comet 

foram aplicadas duas metodologias: a extração assistida por ultrassom, considerada 

tecnologia verde, e a extração por maceração, método convencional utilizado para fins de 

comparação.  

 

4.2.1 Tecnologia verde: Extração assistida por ultrassom 

A extração assistida por ultrassom foi realizada a partir do proposto por Iglesias 

et al. (2021), com condições otimizadas. Foram utilizadas 5 mg de amostra das folhas de 

lúpulo de ambas as variedades, adicionadas em tubos do tipo Falcon® de 50 mL, 

juntamente com 40 mL de etanol absoluto. Os tubos foram submetidos ao banho 

ultrassônico por 10 minutos. Em seguida, os extratos foram centrifugados a 6000 rpm por 

10 minutos a 25 °C.  

 

4.2.2 Metodologia convencional: Maceração 

A extração foi realizada conforme o proposto por Lee et al. (2018), com algumas 

adaptações. Foram utilizadas 0,5 g de amostra das folhas de lúpulo de ambas as 

variedades, adicionadas em tubos tipo Falcon® de 50 mL, juntamente com 10 mL da 

solução de metanol 70% (v/v), e mantidas no banho Dubnoff com agitação, a 25 °C, por 

12 horas. Após esse período, os extratos foram centrifugados a 3000 rpm por 5 minutos 

a 25 °C. Após, os extratos foram diluídos utilizando uma alíquota de 500 µL em 10 mL 

de metanol 70% (v/v). 

 

4.3 Determinação de saponinas 

Conforme proposto por Hiai et al. (1976), e complementado pelo estudo de Liu et 

al. (2016), além da inclusão de algumas adaptações, as saponinas foram determinadas por 

método colorimétrico com leitura no espectrofotômetro UV-Vis, (AGILENT, modelo 

Cary 60), nos comprimentos de onda 547 nm (para água e etanol) e 600 nm (para solução 

de metanol 70%, v/v). 

Alíquota de 250 µL dos extratos foi transferida para tubo tipo Falcon® de 15 mL 

com adição de 250 µL do reagente vanilina-etanol 8% (m/v), com os tubos imersos em 
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banho de gelo, foram adicionados 2000 µL de ácido sulfúrico 77% (v/v). Após, os tubos 

foram aquecidos a 60 ºC por 15 minutos em banho Dubnoff. A curva de calibração foi 

construída na faixa de 50 - 1000 mg L-1 de saponina. 

 

4.4 Análises estatísticas e planejamentos experimentais 

As análises foram realizadas em triplicata, e os resultados foram expressos em 

média ± desvio padrão. As otimizações experimentais foram realizadas utilizando os 

planejamentos fatoriais 2⁴ com 3 pontos centrais e 2² com 3 pontos centrais e 4 pontos 

axiais, como também a ascendência ao máximo. As análises estatísticas aplicadas foram 

ANOVA (Análise de Variância), teste de Tukey e teste de falta de ajuste do modelo, com 

nível de significância de 95% (α = 0,05). O software utilizado foi o Statistica 14.0.1 

(Versão Estudantil), complementado pelo Microsoft Excel (2021) e OriginPro® 2022 

(Versão Estudantil). 

 

5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Para avaliação das tecnologias verdes propostas para extração de saponinas foram 

realizados os procedimentos baseados no estudo de Iglesias et al. (2021), com algumas 

adaptações, conforme descrito na Tabela 1, para as duas variedades de folha do lúpulo, 

Zeus e Comet.  

 

Tabela 1 – Tecnologias verdes aplicadas para extração de saponinas. 

Tipo de 

Extração 

Proporção amostra e 

solvente (m/v) 
Solvente extrator Procedimento de extração 

Banho Dubnoff 

3,5% 

(0,35 g de amostra para 

10 mL do solvente 

extrator) 

Solvente 1 – Água 

 

Solvente 2 – 

Mistura 

Água/Etanol 

(50:50%, v/v) 

As amostras e solventes foram adicionados em tubos 

tipo Falcon® de 15 mL e levados ao banho aquecido (50 

°C) com agitação por 20 minutos. Os extratos foram 

centrifugados a 6000 rpm por 10 minutos, a 25 ºC. 

 

Banho 

ultrassônico 

As amostras e solventes foram adicionados em tubos 

tipo Falcon® de 15 mL e levados ao banho ultrassônico 

por 20 minutos. Após, os extratos foram centrifugados a 

6000 rpm por 10 minutos, a 25 ºC. 

 

Mesa agitadora 

As amostras e solventes foram adicionados em tubos 

tipo Falcon® de 15 mL e levados a mesa agitadora a 200 

rpm por 20 minutos. Após, os extratos foram 

centrifugados a 6000 rpm por 10 minutos, a 25 ºC. 

Fonte: Autora. 
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Os respectivos resultados referentes as metodologias de extração propostas são 

apresentadas na Tabela 2. 

 

Tabela 2 – Resultados das extrações com tecnologias verdes utilizando diferentes solventes. 

Variedade da 

folha do lúpulo 
Tipo de extração Solvente Extrator  

Resultado Saponinas Totais 

(g 100 g-1 de amostra desengordurada) 

Comet 

Banho Dubnoff 
Água 0,34 ± 0,08 

Mistura Água/Etanol (50:50%, v/v) 5,7 ± 0,2 

Banho 

ultrassônico 

Água 0,31 ± 0,05 

Mistura Água/Etanol (50:50%, v/v) 18,2 ± 1,1 

Mesa agitadora 

Água 0,26 ± 0,02 

Mistura Água/Etanol (50:50%, v/v) 6,8 ± 1,1 

Zeus 

Banho Dubnoff 
Água 0,18 ± 0,04 

Mistura Água/Etanol (50:50%, v/v) 6,3 ± 1,1 

Banho 

ultrassônico 

Água 0,180 ± 0,003 

Mistura Água/Etanol (50:50%, v/v) 19,4 ± 3,3 

Mesa agitadora 
Água 0,11 ± 0,01 

Mistura Água/Etanol (50:50%, v/v) 7,6 ± 1,0 

Fonte: Autora. 

 

Os resultados demonstraram que as extrações realizadas no banho ultrassônico, 

utilizando a mistura água/etanol como solvente extrator, foram mais eficientes na 

obtenção de saponinas na folha do lúpulo para ambas as variedades, Zeus (19,4 ± 3,3) e 

Comet (18,2 ± 1,1). As análises estatísticas, ANOVA e o teste de Tukey de três fatores 

(variedade, solvente e equipamento de extração), mostraram que os dois melhores 

resultados obtidos são estatisticamente equivalentes a nível de confiança de 95%. 

Os elevados rendimentos de extração obtidos com o uso do banho ultrassônico 

podem estar relacionados à capacidade do ultrassom de romper as paredes celulares da 

matriz vegetal, facilitando maior difusão dos compostos bioativos (VINATORU, 2001). 

Referente a resposta da eficácia do solvente extrator, demais estudos, como o 

conduzido por Navarro del Hierro et al. (2018), apresentam respostas semelhantes, 

demonstrando que a mistura água/etanol e também o etanol absoluto, quando utilizados 

como solventes, proporcionam extração de saponinas mais eficiente em comparação com 

a água pura em banho ultrassônico, essa resposta sugere que solventes com menor 

polaridade que a água podem aumentar os resultados obtidos das extrações de saponinas. 

Outra explicação para essa eficiência pode ser atribuída à lei da semelhança e 
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intermiscibilidade, que afirma que, quanto mais próximas as polaridades do solvente e do 

soluto, maior a probabilidade de melhor desempenho na extração (HADIDI; IBARZ; 

PAGAN, 2020). 

 

5.1 Otimização 

Com base nos resultados iniciais, foi realizado estudo de otimização utilizando 

planejamentos fatoriais, focando na utilização da mistura água/etanol como solvente 

extrator, o equipamento de ultrassom e a variedade Zeus. 

 

5.1.1 Planejamento fatorial 2⁴ com 3 pontos centrais 

O planejamento fatorial completo 2⁴ com 3 pontos centrais foi aplicado com o 

objetivo de avaliar o efeito das variáveis: proporção da mistura água/etanol (70/30, 50/50 

e 30/70 %, v/v), tempo de extração no ultrassom (10, 20 e 30 minutos), tempo de 

centrifugação (10, 20 e 30 minutos) e massa da amostra de folha de lúpulo (0,20; 0,35 e 

0,50 g). Os experimentos foram realizados de forma aleatória para evitar erros 

sistemáticos e os respectivos teores de saponinas totais (g 100 g-1 de amostra 

desengordurada) encontrados são apresentados na Tabela 3. Além disso, o gráfico de 

Pareto (Figura 7) foi gerado com base nos resultados, e o modelo não demonstrou falta 

de ajuste (p = 0,13). 

 

Tabela 3 – Resultados obtidos pelo planejamento fatorial 2⁴ com 3 pontos centrais. 

(continua) 

Variáveis Resultado Saponinas Totais 

(g 100 g-1 de amostra 

desengordurada) 

Água/Etanol 

(%, v/v) 

Ultrassom 

(minutos) 

Centrifugação 

(minutos) 

Massa da 

amostra (g) 

50/50 20 20 0,3508 2,307 

70/30 10 10 0,2028 1,712 

30/70 30 30 0,5012 1,303 

30/70 10 10 0,5008 1,605 

70/30 10 30 0,5011 1,570 

70/30 10 10 0,5011 1,128 

50/50 20 20 0,3506 1,705 

70/30 30 10 0,5010 0,7580 

30/70 10 20 0,2022 3,722 

70/30 30 30 0,5009 1,108 

30/70 30 30 0,2024 4,006 
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    (conclusão) 

Variáveis Resultado Saponinas Totais 

(g 100 g-1 de amostra 

desengordurada) 

Água/Etanol 

(%, v/v) 

Água/Etanol 

(%, v/v) 

Água/Etanol 

(%, v/v) 

Água/Etanol 

(%, v/v) 

70/30 

70/30 

30 

30 

10 

30 

0,2020 

0,2026 

2,764 

2,968 

30/70 10 30 0,5010 1,622 

70/30 10 30 0,2021 2,219 

30/70 10 10 0,2021 6,945 

30/70 30 10 0,5009 1,897 

30/70 30 10 0,2029 4,970 

50/50 20 20 0,3505 1,868 

Fonte: Autora. 

 

Figura 7 – Gráfico de pareto com valores de efeito. 

 

Fonte: Autora. 

 

O gráfico de pareto (Figura 7) demonstrou que as variáveis que causaram efeito 

foram a massa da amostra e a proporção de água/etanol, assim como as interações, 

incluindo a interação da proporção água/etanol com o tempo de centrifugação. Com base 

nos resultados obtidos, observa-se que a melhor extração apresenta as seguintes 

condições: mistura água/etanol (30/70%, v/v), 10 minutos de ultrassom, 10 minutos de 

centrifugação e 0,2 g de amostra. Alinhado com esses resultados, é possível inferir que 



37 

 

conforme o volume do solvente etanol aumenta e a massa da amostra diminui, maior 

quantidade de saponinas é extraída, enquanto que as variáveis de tempo submetido no 

ultrassom e na centrífuga não possuem grande efeito na resposta. 

Os resultados obtidos demonstraram o efeito negativo da massa, isso pode ser 

atribuído ao maior volume de solvente utilizado quando a massa é reduzida, que promove 

dissolução mais eficaz dos compostos bioativos, resultando em aumento significativo no 

rendimento de extração das saponinas (CHEN; LI; YAO, 2005; VINATORU, 2001). 

Conforme discutido anteriormente, novamente esses resultados permitem inferir que 

solventes de polaridade menor que a da água podem aumentar a eficiência na extração de 

saponinas. Isso explica o aumento nos rendimentos de extração com o incremento da 

proporção de etanol na solução (NAVARRO DEL HIERRO et al., 2018). 

Além disso, a extração utilizada trata-se da forma indireta de uso do banho 

ultrassônico, conforme apresentado anteriormente na Figura 6 (a, b), nessa metodologia 

pouco material vegetal pode ser extraído. Isso se deve ao fato de que, quando o material 

vegetal se encontra altamente concentrado, a transferência da energia ultrassônica é 

limitada, dificultando a dissolução completa dos componentes bioativos. Portanto, ao 

reduzir a quantidade de massa da amostra, extração mais eficiente das saponinas é 

observada, uma vez que há maior proporção de solvente disponível para facilitar o 

processo de extração (CHEN; LI; YAO, 2005; VINATORU, 2001). 

 

5.1.2 Planejamento fatorial 2² com 3 pontos centrais e 4 pontos axiais 

Para avaliação das variáveis: massa da amostra (0,01; 0,05; 0,1; 0,2 e 0,24 g) e 

proporção de etanol (60; 70; 80; 90 e 100%, v/v) foi empregado planejamento fatorial 2² 

com 3 pontos centrais e 4 pontos axiais. O tempo de permanência no ultrassom e na 

centrífuga foi mantido constante em 10 minutos em todos os experimentos, pois essas 

variáveis não apresentaram efeito significativo no planejamento experimental anterior. 

Os experimentos foram realizados de forma aleatória para evitar erros sistemáticos e os 

respectivos teores de saponinas (g 100 g-1 de amostra desengordurada) encontrados são 

apresentados na Tabela 4. Com esses resultados foi possível gerar o gráfico de superfície 

de resposta (Figura 8).  
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Tabela 4 – Resultados obtidos pelo planejamento fatorial 2² com 3 pontos centrais e 4 

pontos axiais. 

Massa da 

amostra (g) 
Água/Etanol (%, v/v) 

Resultado Saponinas Totais 

(g 100 g-1 de amostra desengordurada) 

0,0506 10-90 3,063 

0,0506 30-70 4,799 

0,1007 100 17,49 

0,1002 20-80 3,826 

0,0107 20-80 35,28 

0,2002 30-70 3,309 

0,1007 40-60 1,636 

0,2406 20-80 1,261 

0,1002 20-80 3,670 

0,2004 10-90 3,247 

0,1001 20-80 -0,6357 

Fonte: Autora. 

 

Figura 8 – Gráfico de superfície de resposta para os efeitos massa da amostra e volume 

de etanol. 

 

Fonte: Autora. 
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O gráfico de superfície de resposta (Figura 8) demonstra que à medida que a massa 

da amostra diminui e o volume de etanol aumenta, a quantidade de saponinas totais 

extraídas foram maiores. O melhor rendimento de extração (35,28 g 100 g-1 de amostra 

desengordurada) foi alcançado utilizando 0,01 g de amostra e solução de etanol a 80% 

(v/v) como solvente extrator.  

Conforme mencionado anteriormente, a resposta obtida ocorre devido a maior 

disponibilidade de solvente, aumentando a dissolução dos compostos bioativos, além da 

utilização de pouca quantidade de amostra permitir extração mais eficiente ao utilizar a 

forma indireta da metodologia de ultrassom. Como também é possível inferir que 

solventes de polaridade menor que a da água, como o etanol, podem aumentar a eficiência 

na extração de saponinas (CHEN; LI; YAO, 2005; NAVARRO DEL HIERRO et al., 

2018; VINATORU, 2001). 

Como a superfície de resposta não apresentou a região ótima, realizou-se o estudo 

de ascensão ao máximo, para avaliar as variáveis em condições extremas, a massa da 

amostra (0,02; 0,015; 0,01; 0,0075 e 0,005 g) e a proporção de etanol (80; 85; 90; 95 e 

100 %, v/v). Novamente o tempo de permanência no ultrassom e na centrífuga foi 

mantido constante em 10 minutos em todos os experimentos. Os resultados desses 

experimentos estão apresentados na Figura 9. 

 

Figura 9 – Gráfico de resposta da extração de saponinas pelo estudo de ascendência ao 

máximo. 

 

Fonte: Autora. 
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De acordo com a análise estatística ANOVA e Tukey (Figura 9), ao nível de 

significância de 95%, o experimento 5, com concentração de 0,125 g L-1, que utilizou a 

menor massa de amostra (5 mg) e a maior proporção de etanol (100%), apresentou uma 

média significativamente diferente (49 ± 4 g 100 g-1 de amostra desengordurada) em 

relação aos demais experimentos. Apenas o experimento 1, com concentração de 0,503 g 

L-1 e média de 38 ± 6 g 100 g-1 de amostra desengordurada, apresentou semelhança 

estatística com o experimento 5. 

Os resultados obtidos reforçam que ao diminuir a massa, a disponibilidade de 

solvente aumenta, promovendo maior dissolução dos compostos. Além disso, na forma 

indireta do ultrassom, ao utilizar pouca massa de amostra, a extração é mais eficiente. E 

ao utilizar o etanol, que tem menor polaridade que a água, melhor é a extração (CHEN; 

LI; YAO, 2005; NAVARRO DEL HIERRO et al., 2018; VINATORU, 2001). 

 

5.2 Metodologia de comparação 

Com a finalidade de comparação dos resultados com a tecnologia verde aplicada 

(ultrassom), foi utilizada a metodologia convencional de extração de saponinas por 

maceração. A metodologia foi aplicada à variedade Zeus, utilizando-se a solução de 

metanol a 70% (v/v) como solvente extrator por 12 horas. O rendimento médio obtido foi 

de 4,6 ± 0,2 g 100 g-1 de amostra desengordurada. 

Ao avaliar os resultados no teste t-Student de amostras dependentes, houve 

diferença estatística (valor de p = 0,003), em que a extração com etanol absoluto e 

ultrassom (49 ± 4 g 100 g-1 de amostra desengordurada) apresentou-se consideravelmente 

mais eficiente do que a extração por maceração com metanol 70% (4,6 ± 0,2 g 100 g-1 de 

amostra desengordurada). 

Os resultados obtidos podem ser explicados pela polaridade dos solventes 

utilizados nas extrações. Embora o metanol e o etanol sejam solventes orgânicos e 

polares, a mistura de metanol com água aumenta o índice de polaridade, resultando em 

valor superior ao do etanol absoluto. Sendo o índice de polaridade do metanol 70% igual 

a 6,27, enquanto o do etanol absoluto é de 5,2 (MUSA et al., 2011). Assim, o metanol a 

70% apresenta polaridade mais intensa que o etanol absoluto, o que pode reduzir a 

eficiência na extração das saponinas devido à natureza anfifílica dessas moléculas. Além 

disso, conforme discutido anteriormente, solventes com menor polaridade tendem a 

aumentar a eficiência da extração, o que justifica o melhor desempenho do etanol absoluto 

em termos de rendimento (NAVARRO DEL HIERRO et al., 2018). 
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Outra explicação para esses resultados é que a extração assistida por ultrassom 

apresentou maior disponibilidade de solvente devido à menor massa de amostra utilizada, 

promovendo assim dissolução mais eficiente dos compostos bioativos e, 

consequentemente, aumento no rendimento das saponinas extraídas, em comparação com 

a extração por maceração, que utilizou quantidade maior de massa (CHEN; LI; YAO, 

2005; VINATORU, 2001). No entanto, a proporção massa/solvente na maceração 

exigiria estudo mais aprofundado, o que não foi possível neste trabalho, pois a técnica de 

maceração foi utilizada apenas para fins de comparação.  

A partir desses resultados é possível inferir que a extração assistida por ultrassom 

é uma tecnologia promissora e eficiente, estando mais próxima dos princípios da química 

verde. Este processo utilizou etanol, solvente verde, ambientalmente preferível devido ao 

custo relativamente baixo e à possibilidade de ser obtido a partir de fontes renováveis, 

incluindo açúcares, amidos e lignocelulósicos (CAPELLO; FISCHER; 

HUNGERBÜHLER, 2007; LU et al., 2002). Além disso, a extração por ultrassom oferece 

um tempo de processamento reduzido, enquanto a maceração exige tempo prolongado, o 

ultrassom atinge resultados superiores em poucos minutos, tornando o processo mais 

rápido e eficiente, além de proporcionar economia de energia. 

 

6. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

O presente estudo permitiu otimizar as melhores condições para a extração de 

saponinas das folhas de lúpulo, empregando o banho ultrassônico, utilizando menor 

quantidade de amostra (5 mg) e o uso de solvente verde (etanol absoluto).  

Esses dados ressaltam que a extração assistida por ultrassom em conjunto com 

etanol é um método sustentável e altamente eficiente, destacando-se pela simplicidade e 

elevado rendimento. Além disso, alinhado aos princípios da química verde, o uso de 

etanol como solvente extrator agrega valor ao processo, uma vez que é considerado 

solvente verde, o que minimiza o impacto ambiental e contribui para a sustentabilidade. 

A extração também apresenta a vantagem de ser um processo rápido e de baixo consumo 

energético. Em comparação com metodologias convencionais, como a maceração, a 

extração por ultrassom oferece vantagens significativas devido aos aspectos apresentados. 

A técnica se mostra promissora para a valorização dos resíduos agroindustriais a 

partir da extração de compostos bioativos, promovendo a economia circular, reduzindo o 

impacto ambiental e promovendo a sustentabilidade. 
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