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METODO ESPECTROFOTOMETRICO PARA LR DETERHINACION

CUANTITATIVA DE SAPONITAS EN PLANTAS.



DRJETIVO

DETERMINAR EL CONTENIDO DE SAPONINAS EN PLANTAS, UTILI-
ZANDO LA PROPIEDAD QUE TIENEN ESTAS SHSTAMJIAS DE HEMO-
LIZAR LA SANGRE, PROPONIENDO PARA ESTO UN METODC QUE ES
FACILMENTE REPRODUCIBLE Y QUE NOS CUANTIFiQUE EL CONTE-
NIDO DE SAPONINAS. ‘



INTRODUCCION

Las consideraciones Que se tonaron en cuenta pera la busqueda de
este whtodo fueron las siguientes:
1.=-Importancia de las saponinas como agentes toxicos,ya que -
son cepaces de hemollzar las globulos rojos de la sangre,
ademfs de otros efectos biolfgicos que tiecrmen en animales.
2.«Diflcultad en reproduclr las metodos ya existentes por la
impresicifn de estos pura cuantificar el contenldo de sepg

ninas en plantas.

El método pars la cuantificacifn de saponinas propuesto en este
trabaja, 2s un mbétodo calarimetrico en el cual el ¥ de hemolials
praducido por una determinade cantidad de extracto de saponinas
es medido comp densidad optiecs (D.J) y relacionado s una curva -
estandar,'la cual ge abtiene graf}cando diferentes concentreclos
nes de NaCl y la deisidad optica que se obtiene en un fotncolarf
matro deiiido a las difarentes coloraclones que se obtlenen del -
efecto hemolitico gradual que tiene una selucifin de NaCl aabre -
" los globulos rojos de la sangre.

De aquf se psrte para obtener una unidad arbitraria para le medi
cifn del contenldo dz saponinas de los extractos que se ohﬁienen

al hervir a8 reflujo una cantidad de la planta can ctanol.



I. GENERALIDADES:

I.I. Definicifn, composicibn quimica y closificacifn de las sapo

ninas:

Las definlciones existentes sobre saponinas difieren funda«
mentalmente en el gredo de detelle con el que se explica su
naturaleza.

La definicién que se expresa aguf se considera la mbs comple
ta, obtenids de diferentes fuentes bibliograficas y se defl=-
ne como "gluc§cidos formados por unae aglicona o sapogenine y
divcrsua szucares". La unifn entre el szucar y la egllicone
se llevs a cabo en el cerbono # 3 de le aglicona por un en-
lace heterscldico.

Los azucares gque forman las éapnninas gon pentosas especial-
mente d y l-arabinose, d-xilosa, l-ramosa y quinovose y tam-
bifn hay hexosas como d-glucosa, d-gslactosa y acidos d-glu-
curonico y d-galactouronicae.

Eata poreifin glucfdica puede constar de 1 a 5 mollculaa de
azﬁcar aanclllu y en algunoa casos la aglicuna astd combi-
nada no con azficar sino con un ac. urfnico

Por otrs parte las agliconas n'sapngeninas pueden ser del

tipo =oteroidal o triterpencide.

cooH
SAPOGENINA : SAPO GENINA
es5TEROIDE

TRITER P=NOIDE



Las saponines se encuentran en una extense variedad de plqﬂ
taai las que se encuentran en leguminosas son generalmente
de tipo triterpenoide y generelmete son pentac{clicos.Exils-
ten diferentes estructuras afln dentro de una mizma planta,
la que mhs ha sido estudlada son lzs doe variedades de alfel
fa y se ha observado que contienen hasta 25 saponlnas diferen
tes tanto en composicibn qufmice como en cantidad.

Gestetner alslé una sapanina de la alfalfa biologicamente ac
tive, =1 ac. medicagenico 3- -o-triglucosido y observb la 4£
ferencia estructural de otra saponina de la alfalfa llamada
hederagenina, la primere tiene actividad hencl{tice y'la ge-
gunda no, y su diferespcia estructural eé un grupo COOH en el

carbon 23 del ac, medicagenico en vez de un grupo CHZGH en la

hederagenina.
cooMW coon
wo Ho N
HEDE RAGENINA
HO HO
CHaOH cH3’ “coon

Para mostrar lo que serfa la estructura de una caponina pon-

drf como ejemplo la saponina encontrada =n la alfalfa.

¥
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la cual estf compuesta por una cadena de szucorzs (hexosas)

y la sepogenina aglicona.

gibliograf{a usada sn oste gubeapitulo: 1, 2, 3, b.



I.2, Distribucibn de las saponinas.

l.as saponinas se hap encontrado en dlversas partes de vege
tales,tales como raices, tubrculos,hojas,flores,semillas y
frutos. ‘

Las saponinaes triterpenoides son mfs abundantas en la natura
leza ya queAlaa plantas presentan con frecuencle cantidades
considerables de eate tipo de saponinas. Abundan en las fami
lias de las dicotiledoneas,especialmente en las csreofile-
ceas,sapindaceaa,fitulaceas,poligalaceas,sapotaceas,quennpo-
diaceas ,ranunculaceas, herberidaceas,papavaraceas,linsceas,
cigoPilaceas,rutaceas,mirtaceas compuesta. , etc.

Las saponinas esternldes son menos abundantza en la netureslg
za y se encuentran en las famillas = las monocotiledaonzag,
especialmente en las dincoreas,amarilidecess y lilaceas. Gg
mo plantas rzpresentativas de estas familias se menciﬁna la
diocorea 3p.,el agave, la yucca y trillum.

Las saponinas se encuentrén amplianente distribuldes en plon
tes de importancia en la agriculturz y ep papticular'en legu
minosas utilizadas como Torroje (EJjemplo: alfalfa ).

A continuacifin se éeﬁalan algunas de las cantldades de sapo=~

nina triterpenoide encontrada en plantas.

Planta « aaponina trit-rpenoide
Raiz de Primule 5 - 10
flaiz de Regaliz ) 2 - 1e
Corteza de Quilaya 10 (Sapanina Comercial)
Semille :e Castafin de Indlas 13

La bibliogerffs usada 2n estz suhcopitulo a2 la slguiente: 2,4 ,5.



1.5 ceractes{sticas de las aapaninas.

I.l‘.

[

Entre las caracterfsticas mfAs importantos encontrades en le
bibliografis de las szponinas, se encuentran las sigulentes:
son sustancias blancas, amorfos, sabor amargo e irritante,muy
solubles en agua y alcoholes de bajo peso malecular. En agua
fﬁrman soluclones coloidales que al ser agitedas producen in-
tensa espuma, actlan como sustfincias t6xicas cuando se inyec-
tan en el torrente sangufneo, por su accifn hemBlftica, dismi
nuyen la tensibn superficisl, forman complejoe con prutainaa

y-1fpidos (Ej. colesterol. ), son tbxicos para los animales

de sangre frie
Note: bibliografis usads €8 «s...6
Importancia y Usos

Las saponinac producen importantes efectos biolfgicos. Las de
tipo esteroidal son importantes por su relacibn on compuestos
tales como las hdrmonaé sexuales, cortisona, vit. D y hetero-
sidos cardiacos.

las_aapogeninas naturales difleren en corposicifn guimice de
los heterosidos cardiacos ten =0lo por su confipuracifn en
3,5,25.

Les sapogeninas psteroldes tienen gran accptecifin pars la sin
teeis percial de cortilsons y'hurmoﬁas soxuales, yz que la aipn
tesis total de estos es large y costose, por lo quz se prefie
re la utilizecifn de esternoides nsturalzs,

Las saponinas con empleadas tambifn como aditivos pare alimen
tos y bebldas. Se ha emplesdo en U.S.A. extractos de Quillajas

saponarias, que contliens ssponlnas cono correctores de gsbor.



I.s.

A causa de su copacidad para formar espuma duradern ue =m-
pleen las sapaninas en la cerveza y otras bebidas.

Lae saponlinas tambifn scn usadas para emulsionar las grases,
como detersivos en la industria, en la composicifin de jaho-
nes de afeitar, phampues, liguidos extintores de incendios,etc.

Fuente: 3,4,6,7.

Alslamiento de saponinaa

Lee cuoponinas son sustenclas muy poleres y es posible extraer
las en frio o en callente con agua o alcoholes de hajo peso
molecular.

Las plantas contienan mfs da une supenina y su purificscibn ,
es por lo general dificil, incluso las estructuras de alpunas
de ellas, aunque han sido estudladas ampliamente,no se han us
teblecido por completo.

Reclentemente se ha demostrado que las saponinas de tipo sate
rolde se formen a partir del colesterol.

Para lz cbtencifin de las saponines se 4Yace una hidrflizis de
la maferia prima, la cual puede hacerse con sus proples enzi-

mas naturales, con enzimas te origen microbiolfgico o por una

. hidrflisis %cide con ac. clorhficrico o ac. sulffirien:

Ils.

Bibliografia usada eeeel,5.

Efectos biologlcos de las saponinag
En este subcapftulo se deacriben los efectos biolfglcas fue

tienen las saponinas, espacificandn colc Jno de -llos.



1+6.a. Efecto herc' {tico

oty B¢

uno de los &9 cerccterfatices de las aponin 3
el cual se tome como bese en la moyoria de los motndes
para la daterminacifn cuantitativa de saponinas. Este
trabajo tambiﬁn utiliza este afecto cor- baose = nzji-
cibn.

La actividad hemolftica de las saponinas se atribuye a
su interaccibn con el colesterol de lq rnzmbrana, aungque
se ha gbservado que ciertas proteinas hemolfticas , as!
cono las saponinas, partlclipan comunmante en al mismo -
gitio de la membrena el eritrocito y eate sitio es el
culesﬁerol.

Shany observS gue el tratemiento de la membrana con unc
de estos agentes previene la unién del otro.

La experimentacifin realizada hasta ahora ha permitido do
terminar relacliones entre diferentes varisbles y el gra-
do de hemblisis generasdo per las saponinas, fundamental=
mente se ha demostrado que los concenirados 2 aaﬁeninas
pierden gran parte de su activided hemolitica per celan-
tamienta,

La alfalfa es la planta que més he siin estudiada én -
cuanto a efectos de las saponinas contenldas en ell:, a
partir del estudlo de las ssponinas de ecta pliznta y rua
efectos hemnliticos se han hecho determlinscicnes impor-
tantas:

- 8¢ afiran que ul Ac. tedicegenico, gque es una eglicone



.contenlda en la alfalfa es el responsable de la rela-
tivamente slta actividad hemolftica dz esta planta(1,9)
Jones mostrd que cxisten diferentes cantidades de za-
noninas dentro de ls planta de alfalfa, se comprobf -
que existe diferente grado de hemflisis entre el ex-
tracto de 1la hoja de alfalfa y el talle de la misma.
Se cree que la ectividad hemoli{tica en la saponina de
lé alfalfa se debe en su mayor parte al contenido de
&c. medicegenico, pero también a la proporcién azdéar/
sapogenina. La saponina encontreda en la alfalfa (Me-'
dicago Sativa) es muy similer s 1la encontrada en la -
soya, ya gue la difcrencla esfde dos grupos carboxilos,
pero se explica su inactivided hemol{tica de la soya,
por lu proporcifn azucar/sepogenina, siendn mfAs alta
en la e1fzlfa ( 5:1 ) que en 1a soya ( 131 ) (1.
Existe tambifn otra teoria ecerca de la no liais de
olobules rojos por perte de les sapeoninas de 1lm soya

y es que su activided se ve inhlbida por una proteins
que ge cncuentra en la misma soya (agrnelbumina). Tas
bifn otros estudics demuestran quz 2l rpalentewiento -
de la sapenina de la soyas provoca gue su actividad ha
molftica e réduzca. (8}

Ewart clasifico lz susceptibilided de los eritrocitos
a las seponlnas de un numero de especles come sigue:
ConeJillo de Indias, Cshalle Ferro, ratss, conejo

hombre, cerdo cabra, obeja, ganado vacuno (1).
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1...b. £fectog en 2]l crocimiento.

El:mecanismo biogufnico de depresifn del crecimiento cau-
sado por saponinas no ha sido jdentificado pero se cree
que puzda ser el resultedo de uns inhibicibn enzimBtics
celular (1).
Tambifn se cuplere que la depresifin de crecimiento se de
ba a la inhibicibn de enziras digostives, lo cual haga -
que éisminuya le digestibilidad de ciertos nutrientes (9).
Se ha observado que la inhibicifn de crecimiento ;e pﬁe-
te ver contrarrestada por varios ‘sgentes comp son:
- Taninoe: Contrarrcatan el efecto inhlbitorioc que cau-
can las saponinas. Una mezcla saponina-tanino elimina la
toxiclded de ambos,
- Adicifn de colesterol a la dieta de animales monogastri
COS e ’
1.6.b.1. Efectos de crecimiento en plantas y semillas,
Se ha informado que las saponinas tienen efectos en el =
crecimiento de plantas y semlllas.
Dependiendn del tipo de saponinas v ha visto que hay in-
hikicibn en cereales, por ejemplo la saponina encontrada
en alfalfa ( Var. Medicago Lupulina ) inhibla el ereci-
miento del trigo, cebada, ovcna y centeno y utilizendo
las mismas concentracliones c'2z seponina pero con diferen-
te variedad (Var. Medicago Media ) se afecto el crecimien
to de cebada, avena, asimlsme inhibleron parte del crecit

miento de centeno, pero no afecto sl trigo.

Marchaln mostr6 que les saponinag de lz alfalfa inhibian
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la germinacibn de la semilla de ulgodén, detectando que
actuehan sohre la superflcle, no en 21 embrién-de le se
milla. Tambifn demostrf que hay decremento en la respi-
rusibn de la semilla cuando esta esté en contacto cen la
saponina, ya que hay canbiloz estructurales de la membra-
na fgug hace que se vem afectcdla la pe:heabilidau 8l oxi-

geno,

1.5.b.2, Efecto en el crzcimiento de hongos y otros microorganig
mog.
Horber {1974) demostr§ inhibicifn en el crecimiento de
Trichoderma Virlde usando las saponinas de la alfalfa y
observl asimismo que otreos guinge minruorganismns'scn‘-
tambifn sonsitivos s estas saponinaa, le cual puete ger
benéfico, va que se protege a la alfalfa ( reiz y tallo)
del ataque de microorganismos del suelo.(1)
Algunaos investigadores sujleren quez el efecte fungiclde
de las saponinas se debe @ su interaccién con el coles-
terol dz la membrana del microorganlsmo.
Geatenter mostré que el ac. medicagenico (eglicona o sa
' pogenina ) es reapansable en parte del efectn‘antifungal,
pero que existern otras estructuras que contribuyen & es
te efecto. (9)
Se demostré que ol efecto antifungal puede ser contrarreg
tada mediantn la acdleifn de col:ist=rol y de 7-dihldroco-

terol gero no por 2rgocteral, en el medic de cultivo.

1.5.b.3. Cfoctos de crecimiento wn monogastrizos y rumlontes
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Les saponinas gue han sido estudliadas pera la derostra~

=18n de efectos de crecimiento en monogastricos vy rumiaen

tns ha sldo le alfslfe, y se ha demostredo que 0.1 % de

saponina de elfalfa es suflciente pars bausaf_dqpresiﬁn
' ' del crecimiento en polloa. '

La respuests de la cantidad de saponinas sugerids es més

eansitiva en aves de corral que en otros monagesirlcos

cono se muesktra en 21 CUBdI‘U(‘)

saponina Depresifin de
Animal ingerids (%) crecimiento
Rata ‘ 2a3 +
Concjos 2 -
Conejillo de indias .2 -
Pollcos 0.1 a 0.2 +

El efecto depresor del crecimiento por consumo de alfal

fa en pollos puede ser controlado suplementando la dieta
con 1% de colesterol. ( 11, 12 )

En rumlantes, no se ohserva efecto cepresor e crecimiep
0.

Les semillas de soya no tiznen ningln efecto rztardente

del crecimiento on rates, ratones y gellinas. ( 3)

1.6.0c. Efectos en sangre y nivales de colesterol en tejide.

§e ha ohservado que en animales monogBstricos, allmenta
dos con suponinas de la alfelfs o dicta con seponines,

se oheerva ung reducclfin del colesterol en tejidos, mien

* Tomads de fuente bibliogrefiza (2)



1.6.d.
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tras qua en ruhiantes, el afacto =8 peqguelo.

Se mostrf que las saponinas forman complejes insolublos
con el colesterecl, lo cual hac: supaner gus adminlstrap
do una dieta con saponinus disminuya el colestercl de la
sangre, porgue uc esta manerc se avlte s& reabsartiﬁn.Eg
to he sido probede en polloas, ratas y monos (13, 14).
Nallnow suglers que laa sspeninas pueden constitulr un
ingtrumento de terapeutice importantz para combatir la
colesterolemia en humanos, este conclusifn esth amparada
en el hecho do que lasaponina de la alfalfes es tolerade
por ratas y monos, ademfs de que el hombre tiene mucha
fiempu coneunlendo pequefias cantlidades de sapeninas en

diversas plantas. (14)

Flatulencla =n rumiantes.

Los tnabajos reallizados por Nangon y MeJArtur (1964L,156€,

19€7,1970 ) sobre la flatulencia en rumientes puede resy

mirse como sigue: (2)

1. Presencis de agentes inflacatorios en la ingastifn de
forraje (saponines).

2. Vigorasu procuceifin de ges en el rumen

3. pH fcido favorable para la flatulencia.

4. Disminucifn de agentes antiflatulantes natural:za.

5. Presencla de catlones rel:clonados con la flatulencia.

Se han ohservadr otros efectos relocionados eon la Floety

lencla:

- invibicién en la aruciacifn.

- Efuzctos directns en el gisteme nervioso cuntral.



1.6.f‘l
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. Inhihicidn de lm actividad enziratiica.

Lzs . ~peninss eotb, zolacionades son ol metabulismc’eneg
~Atice, g;uﬂe gl punto 2z victe enzimbtico esio puede -
Jar i explicaciﬁn care _os alntomas de toxicidad gue -
presentan los snimales monngfstricos por la ingestifn de
plantas que contlenen saponinas.

Tiene mfs importancia el efecto inhibidor de enzimas re-
lacicnadas sl ciclo del ac. ciltrico, lo cusl puede tener
efectna en la coficiencie ce la utilizecifin de nutrientec
y en 21 crecimiento de animzles (1).

Se demostrf oue las saponinas cnnteniﬁaa'en la soya in-
hibien la actividad proteolitice ﬁe la larve Triboiium
Casganeum ( in vitro ), también inhibian la sctividad -
de tripsina y quimotripsina (8).

Further explic§ que les saponinas son la ceusa de la in
hibicibn respiratoris, lo cusl fuf también demostrado -
por Cheeke en 1970, estableclendo que 1a seponina inhible-
in vitro la oxidaccifn del succinato ( intermediario del
ciclo de hkrebhs) en ratas. (1)

Estos efectos en la actividad enzlmﬁticé dzl metabolismo
celuler dan una explicocifin de los efectos nocivos en -

crecimiento.

Inhibicifin de la activicad del musculo liso.
Sobre este efecto se tiere poca informecifn, aunque en
general est8 relaclionado con slgunos de los efectos ap

tes menclonedos ceusadas por saponinas.

. Lo mfs importante demcstrado en relacifn con este efecto
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es lc chservade por Lirdeh en 1957 ean el sentido de que
unz actaindstracifn intrarumial, as{ como intravenoza de
saponina cf come resultado una reducclfn =n la mcvilidad

del runen (2).
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IZ.PARTE &P uRINENTAL

II.a. DETCRIMINASION INICIAL DEL METODO.

El metodo inicisl astf basado en las tfcnicas usualec pera la
cuentificacifn de saponinas (13, 21 ) en los cusles se utili-

- zan saponinas semipurificades en la curva estander de un méto
do colorimétrico.
Las variaciones iniclales propuestas para el disefio de un nug
vo m&todo, furron prohadas durante le experimentacifn hasta
encontrar los procedimientos mbs adecuados para le determina
cifn de ssponinas.
i.as primeras veriacliones hechas a los metodoe encontardos a
partir de fuentes documentsles fuernn.laa siguientes:
1. Tipe de =xtraccifn utilizada pare shicror el extracto de
zaponina.
2. Utilizacibn de une sustencia como es el NaCl en solucifin
péra obtener una curva estandar ( graficando hemflisis contra
concentracifn de NeCl ) en el método colorimétrico, en la -
cusl se pueda intarpolar el valor de hemolisie producido por
el extracto e saponinas de una determinada planta, proponien
do unidades arhitrariams pare su mediclfén, 12 cual permite, =
gue el mftolo sea Pecllmente reproducible
3. Se punpone vne geric ds {1luclones Jel extrecto de saponi
nas pera su cuantificacifn evitendo do esta :znera aster can
cantranda o ¢iluyendo ¢l extracto para sbener une lechura en
¢l fotocolorfmeiro.
Lon estss varlaclores hechas a los wmetodos obtenldos de fuen-

tes bibliograTicas ol método iniciel se resume as{:
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FUNDAMENTO .
La tfeniza iniclal estf basada 2n la propledad jue tienen loo
saponines de hemollaar laos glchulo: rojos de le sangra, por
la interaccifn de las caponinas con el colestersl de la mem-
brana del eritrocitn, lo cual provoca una qeliua de2l pigmento
hemoglcbina, 21 cual sz lee en el espectrofatfmctro por la e
lorazcibn roje que produce.

€1 NaCl utilizedo en zstz técnica puede producir el misme e=-
fectc de hemflisls dependisndo de las concentraclones utiliza

dag,

Prepsraclfn dz los extractos de saponinas obktenides de r4Feren

.

tes plantas.

£n un cartuche de celuless pava exiraccifn de grasas san pues
tos 2 grs. de la planta seéada‘y molida Pinamente. A continug
cifn se hierve a reflujo con 40 ml d2 etanol al 30& en un apa
rato para aoxtraccifin Goldfish durante 30 min. £1 extracto ya

frio se afora a 50 ml.

Preparacifin d2 los eritrocitos.

Se desfibrinan 10 nl de sangre con perlas de vidrio. La san-
gre ya desfihrinada es lavada con soclucibn de NaCl ul 0.5 %
(solucion isotonica) y centrifugade con el fin de eliminar la
hemanlobine libre que haya por las globules rojos gue se hamg
fzaron can 2l mannjo de la sangre. La sangrz ec lavada y cun
tedfpcais Yoo ver2s naceszi! o s Fusto que 2l oschrenadznta esto

claro 2 'nzoloro, le =ual in-lza zusencia de hamoglobine 1llbre.
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£l pesuete 4o eritrocitos obtenido se diluye 1:4 en solucifin

salinz 0,9% con =gar al 0.05% .

Procediniento para cuantificar las saponinas presentes en los

axtractos.

Preparacifn de la curve estandar: ‘A once tubos gus contienen

concentraciones de NeCl que van desde 0.1 8 0.9 % NaCl se a-

diciona 1 ml de la suspensifn de globules diluidos b y 2 ml
dz agus desionizads, se agits suavamente y se deja en reposo

durante 30 min. Se centrifuge a 2000 rpm durente 15 min. v se
lee la hemoplobina libre en el espectrofotfmetro & S54LC nm, en
el eapectro visible. £3 tubc que cnntte1e G.9 & de NaCl se tg

me coma testigo.

Cusntificacifn Ao las saponinac contenides en los extractosn.

Se preparan una serle de diluclones con 21 extracto de la 8l
ouiente manera:

Se ponen diez tubos o més que contengan 2 ml de agua desioni
zada. Sz adiclona al primer tubz 2 ml del extraecte de saponi
ncs, se cgite Bifn vy se toms de zate tubo 2 ml de cota dilu-
cifn gue se paszn al segundo tubo que contizne tambilfn 2 ml

de agus desionizada, se mezcla bifn y se toman 2 ml de la di
lucifn que se pasan &l tercer tuﬁu y as{ sucesivamentz como

ge muestra en le ”lgura. e -

_— , W, ~=

ac::-ln:k. B \ mf\ n( ‘L' »\-i Q: \\Qi‘ 3 2wl qre
l“l T | 7 [‘ | g thwi-
. - ‘

| l/ JJWJ -

t

Log tuhas contlenen 2 ml ce egua dezsiopizeda.

\_./' .. A
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Una vez hechas las diluciones sa afiaden n cada tubo 5 ml de
sclucifin sallna 1.25 % y 1 nl de 1z suspensifn de globulos
roJos, se deja repooar 30 min, posterlormentc sz centrifune
a 2000 rpr. durante 10 mine. y se lez2 21 porciento de trans-
mitancia en sl espectrafotometro a S40 nm.

Nota.- Sz hace'la converalfin de po clento dé transmitancla a

Lengldad Cptlca en tndos los casnos.

Variahbles meneiadss pira ajuster el mftodo iniclal:

Los parametros que ce variarcn duntro del método se fueron a-
Justando uno por uno hasta obtener un resultado optimo en ce-
ida vno de ellos.

A continuacién se describiran los parambtros v la forwma como
sz ajustaron.

1. E1 primer camblo quz ge propone es en la preparcifn de los
eritrocitos. E1 mtaodo inicial propone una desfibrinacién de
la sangre lo cusl sirve para evitar la coagulacifin. Se consi
dera ~ue este método nc ns el mfs aficiente ye gque i la agl
tacifin con perlas de vidrio no =23 constante y suave, puece -
coagularse la sangrz o hemollzarse los erltrocitos.

Por estas razones se propone usar un anticoagulante, citrato
tricodico quz fud usado en una tecnica de cuantificacifn de
sapaoninas, guz sctua comg secuestrente ce calcio y d2 233 m3
nara =vite la coagulacifn. La preparacién co este entlzoagu-

lante 2a la sigulente:

witrato trisodico 2.2 gr
Ag. Slérizo .5 or 100 i
Uaxt=aan 2.45 gr

Usar 15 wl por coda 109 ml e -angre
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2. En la preparecifin de los glfbulos rolos, -1 mBtodo inlcisl
proponz una serlz de lavados para eliminar los globulos rajos
gue fucron hemollzacdos. A 1la sangre se edicioraba aproximeardos-
wente 10 ml de NaCl 0.2 % , se agitaba y centrifugaba, EL an-
hrenadantc énntﬂnia una deterninads centlidad da'hemsglnbina
lihre debido a los glfibulea rojos rue se hemrlizaran con el
=~anejo. Para ectablucer la cantidad de hemoglnbina gua queda-
ba libre fdespues de varios lavados, en e! schrenacionte cue -
nuedaba a2 madin la densided nptica, ae hoelon 'espefa nuevss
lavados y o cadc une de lew uobrepadantes se le medfa wu den
sidad Bptica. Criginalmentz ae pencl gue se iba a obbeper un
valor constante de C.0. pers no su:cdlf asf, sino que el valor
de L.0 iba aumentando gradualmente @ partir dul tercer tubo’
{se toma D.0 = 0 en donde neo “ay hemollsls) lo cual se expli-
ca debido a gque despus de verios lavados los eritrocitos que

dan sengibles y son facilmente hemcilzadoa con el asolo mcnejos

FIGURA # 1
Sanaibilidad <2 los globulos rodos con respecto al numero

de lavados can aCl 0.0 %

D.0 T
0.3
o.4r

44— MLy Hayasis
0.3}
0.2%

A MENOS HEMOLISID
o.r
: " P " — 2 _V
i & 3 4 s e ? Neo de lovaddos
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3. Ajuste D21 rznge de concantrzcifin de NeCl con el que se -
trabulor{a para lo cual se hizo na curva estandar can diferen
tes concentracicnes di s:lucifn salina para obiener las lectuy
rag de D.d. an 2l espectrofotfiretro.

Par- no hacer la descripcifin de cada peso se presenta el siguien

te resunian en la tablas No. 1

TRBLA # 1
Tubo| 3 ml ml ml %
% NaCl] Susp. de Agua . T Densidad
Tl B

1 0.1122 1 2 1.5 1

2 0.191 1 2 1.3 1

3 0.27 1 2 1.5 1

L 0.3487 1 2 1.5 1

5 Q.4275 1 2 2.0 1

6 0.506 1 2 8.0 1

7 0.535 1 2 2.0 0.036

8 0.6€37 1 2 97.0 0.013

9 C.7425. 1 2 97.0 0.043

10 0.58212 1 2 97.0 t.013

11 0.9 1 2 1G0.0 0.0 Tes
tiqo.
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Seeln 1o tohla, o hanfilisic total s» presenta desde el tuho

nfrora une, pere pare Lo.:z obbener lu nzdicifn de hemblisis

como C.Cey ue v qun 25 significetiva en log tubos 6 y 7 por

ie qu? pere obtener un valor gradual de O.0. gue no: represan

te una hem6lisis gradual se deben tomar concentraciones de

Nall gue esaten dentro de ese ranac.

La siguiente prueba se reallzf dentro del rango gue nos daba

una lectura gradual ve £.0,, la cual se muestra en la tabla

0. 2 .
TABLA /2
Tubo % NaCl ml de agua ml de suge
(5m desionizade | Pensifn de % T D.0
dilucion 1:4

1 U.50e2 2 1 2.0 Mayor de 1
2 £.545 2 1 18.5 0.733

3 0.5535 2 1 17.5 0.757

b 0.5692 2 1 42.0 0.377

5 0.5605 2 1 60.5 0.2185 |
6 0.6007 2 1 75.0 0.125

7 0.6165 2 1 38.5 0£0535
i 0.626 2 1 52.0 0.026

9 0.9 2 1 Testigo | 0.0

Se hicleron varias curvas esstfndar iguales a las de la tabla No.

2. pers se observo que log valores de De0. & una misma concen-

tracifin de NaC! tenian variaciones muy grandes, cuendo las de=-
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nf. condiclones se mentenfan constantez. 3z pensf que ests sie

tuacifin padr{a deberse & que vl peguete <: eritrocltos quedaba
unas vaces mis compacto que otras, pbr lo zue se prﬁpueo hacer
una dilucifin que fuera macdible parz gue la concentraclfn de eri
trocitns fuers constante.

La dilucifin que se hacfa originelnente quacaba muy concentrade
por lo que al poner el tubo en el 2spectrsfotfmetro no dejaba
pasar la luz y por lo tanto se obten{s una lectura equivocada
de 0 % de T, lo cual no nos daba ls indicacifn necesarias. En
consecuencia se realizo una dilucifn mayor, tomando un numero
arbitrario dentro del rango del espsctrofst&metro que fuf de -
26.0 2 0.5% T & 750 nm. por lo que para cbtener esta lectura
habla que diluir la sangre con solucifn salina 0.9 % con agar
al 0.08 %. Por cada ml del paguete ya campacto se adicionaben
aproximadamente 80 ml de la solucifn de NaCl 0.9% con agar al
0.08%. De esta manera se realizaron nuev-: curves esténdar en
las cuales las varlaclaones presentadas nc fueron tan grandes den ‘
tro de una misma concentracifn de ilaCl. Los resultados se muss-

tran en lz tabla Na. 3.

TABLA #f 3
tubo % NaCl | Agua ml de susp. Ciferentes curvaz estand.
5 ml) | desioniza de orii-oci
da (ml) | tos. 26 3T | cC.0 0.0 D.0
1 0.4868 2 3 g.bc2 0.L755 C.L41
2 p.522 2 3 0.31¢ 0.3925 0,377
3 0.5472 2 3 .22 0.225 D.24Y4
4 0.572h 2 3 0.151 04155 0.1775
A 0.597 2 3 0.0461 0.108 0.0995
3 0.5228 2 3 g.60¢ 0.041 0.004
7 0.5 2 3 0.0 0.0 g.0
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5.- lasta esta momento, 1 ml del paguete de globulos que Fué la
vaun y centrifugedo era diluido en aproximademente 80 ml de se-
lucibn selina 0.9 % con agar al 0.08 %. Ista solucifn con agar,
terfo la ventaja que los eritrocitos podfen traobejarse sin mu-
cho cuidado y no habia hemolisis en ellos, el prohlema gue exis
tfa ahnra erc el manzjo de zota suspensifn ya que el agar “apa-
ba las pipetas vy la medicibn dc los 3 ml e esta suspensién pae-
ra hacer la curva esténdar no podfc ser tan exacta o hahia que
repetir muchas veces lu miasma oneracifn en los tubos hasta que
quedara exacta.

Se empezf a trabajar con suna sclucifin salina menus concentrada
en apar ( al 0.04 % ) para no eliminar por completo lo ayude que
- proporcicnaba el ager y resultd que el monejo de la suspenoifin
de glBbulos rojlos Fuf mbs sencilla, aunque la proteccifn gque -
tenfan los eritrocitos disminuyB, ahora habfa que trabajarles
con mfs culdado.

Las curvas esténdar qua se ubtuvieron variando esta solucifin s3
lina con agar no fueron diferentes a las anteriores ya quz la
D.0 obtenida 2 una concentracifin de NaCl era similar al promezio
obtenido de la tabla No. 3.

Como se mencionf en 1= técnica iniciel, la extraccifn de lag -
saponinus de la planta se lleva a cabo con etanol al 80 %. Se
utilizan 2 ml de este axtracto para hacer la cuentiticaclén de
aaponinia,

Hazta ahcra, en la curva estfndar se han Introducide ccai todoo
lc. porawztras wsszdea ya on 1o tfenica para 1o cuantifizacibn

de sapanlnar.
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C) alcohel =1 70 % proveniznte del extracto nn se ha puesto pa-
12 1la realizecifin de la curva esthndar, en vez de los 2 nl de
etanol al 75 3 usodos en la téenice donde se hace la cuantificg
216n de sapeninas se utilizaron 2 ml de engua desionizada.

Lo gue st trata ﬁe determinar es la influencia que tienc él ete
nol el 80 % en la hemfllsis e los eritrocitos causada por las
diferantes concentreciones de NaCl.

De los resultades gue se obtlsznen se deduce el ol alecohol tlene
un afectn protector de los eritrocites, ya que laz hemBlisis to-
tal que se presenta en la curvas caténda: utilizendo 2 ml de agus
deslohizdda proveniente del extracto, se presenta a une concen=
trocifn de 0.5 % de NaCl, mientras que utilizando 2 ml de etanol
al B0 % la hemolisls total se presenta al D.4 % de NaCl.

En la tabla No. 4 y tabla No. 5 se muestran los resultedos obte

m: 1dos.
TABLA # 4
CURVA ESTANDAR UTILIZANDD AGUA.
tubo (5 ml) ml de ﬁl. susp eri-

% NaCl agua trocitos 26 % T , D.0
1 0.4963 2 3 el 738
2 D.5é2 2 3 D.3925
3 0.5472 2 3 0.226
4 0.5724 2 3 0.155
5 0.597 2 3 c.108
& g.6220 2 3 0.041
? 03 2 3 - 0.000
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TAILA i'/ 5
CURVA ESTANDAR UTILIZANCD ETANLL AL 80 &

tuho {5m) ml de etanol inl e susp de
% NeCGl gl 20 % eritrocitos Ll
' ajust. 26 4 T
1 0.h212 2 3 0.4285
2 0.44ak 2 3 0.469
3 g.b4716 2 3 0.426
b 0.4960 2 3 0. 194
5 0.522 2 3 0.115
6 0.547 2 3 g.122
7 G.572 2 3 0.997
O 0.5 2 3 Q.0

Esto se hace @ un tiempo constante de contacto de los =zritTo-
citos con =1 NaCl da 33 min., centrifugando a 2000 rpm. cduran-

te 15 min.

7.- £l siguiente punto a corragir fuf el porcentaje'dal disole
vente que se utiliza para la cxtraccifin de una muestra ce lagu
mingsa 1lamada GUINOLO para lo cual se hizo lo siguiente:

2 g de Guinclo se extrajeron sus saponinas con 40 ml de a2tancl
al 20, 50 y 80 %, se hirvieron e reflujo durante 33 oin. en un
aporato Gold-7ish (Labconun) y el =xtracto oz aforf a 50 ml y

sz encontrn lo zinuient: ( Tablt nas G )




27

TRABLA # €
GUINOCLC ZXTRAIDG SO ETANOL AL 30 %
tubo Dilucibn ml de MaCl | w!. de susp.
1.26 % de nritrocitos 0.0
1 Sin diludr 5 3 0.222
2 1:1 5 3 0.913
3 1:2 5 2 £.o6c
b 1:4 5 3 1.0039
GUINOLO EXTRAIDO CON ETANOL AL S0 »
tubo Dilucién ml de Nall ml, de suspe
1.2% W de eritrocito: sl
1 Sin diluir 5 3 0.319.
2 1:1 5 3 0.046
3 1:2 5 3 0.327
L H 5 3 0.027
SUINOLO EXTRAIDO CON ETANOL AL 80 %
Tubo 3in diluir ml de NaCl ml. de susp.
1.28 % da aritrocitos D.0
1 Sin diluir 5 % 0.515°
o 131 £ 3 0.101
3 1:2 5 3 0.oz2
A 1L . 5 3 £,027
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aecln leos ciadros unteriores 1z extraccifn es =hs eficiznte con
etanol ol 30 % ya que se considéra que entre wSs sapanine haya,
gari mayor el grado de hemflisis.

'En las condiciones en que se trabajb se considera que los 3 ml
de suspensifin de globulos, hemolizades totalmente dfn una lectu
ra en el espectrofotSmetro de 0.47 a 0.52 de D.D., as{ que toman
do la dilucifn del extrascto 1:1 en los tres tipos de extraccifn
se vé que en la extraccifn con etanol al 80 % el valor obtenido

de D.0. ( 0.103 ) es mayor que el obtenido en etanol el 30 y.50%.

8. Una vez que se tiene la concentracién ideal del disolvente pa
ra extraer las saponinas de una planta ("Etancl el 80 % ), Be =
proceds a determipar el tiempo de extraccifin o ses el tiempo en
gue se hierve a reflujn ls muestra en 2 etannl al 80 % , para
lo cual se hace lo siguiente:

A 2 n de muzztra ( Leguminose Palo du Fierro ) se afiaden 40 m)
de etanol al 80 % y se hierve a reflujo por 2 kra., se enfria el
extracto y sz afora a 50 ml. Del extracto se toman 2 ml y se’ha-
cen diluciones. A cada tubo con la dilucifn se Bfizlen 5 ml da
NoCl 1.25 %y 3 ml de la suspensifn de glBhulos rojos, se mez=-
clan suavemente y se dejan en topesc 30 odn., ae centrifugan cdu-
rante 15 min. @ 2000 rpm. y e lee el schrenedante a 540 nm, to-
mando como testigo un duplicedc deeste proceseo sin efiadir e ce-
da tubo la suspensifin de glbbulos rojes y en vez de eso afladir

3 ml de agua desionizada, ) ‘

Zste proceso se repite veriendo zl tiempo de extraccién y los reg

sultados obtenidos se muesiran en la table no. 7
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TAILA i# 7

CETERMINACION DEL TIEWPO OFTIMO OE EXTRALCION DE SAPONINAS
Tuho |dilucibn| ml de NaCY ml. susp.| 2hrs. ex | 3hras. ex| b4hra. ex| Ghra.ex | 20hrs.
1,26 %] clfbulns | traccdfn | tracsibn | traccién | traccibn| extrac.
b.0 D.0 D.0. De0e 0.0
1 11 il o3 G.523 0.523 0,538 0.523 0.523
2 1:2 b 3 0.509 0.532 0.523 0.523 0.523
3 1:h 3 3 0.523 0.523 8.523 0.53n 0.538
b 1:8 5 3 0.522 0.523 B.53% 0.53%
5 1:16 5 3 0.24258 g.6a2 0.£22 0.53C
6 1:32 5 3 0.0£1 0.0995 0.114 0.109%2
7 1:64 T 3 0.018 0.056 0.046 0.0L6
Nota: Las lecturas superiores 0.5 D.D. corresponden a hemolisis total.

En la dilucién 1: 32, ya no hay camblo 2n D.0. a partir de las

4 hrz. e extraccifn, por lo que se praopone gue el tiempo de ex-

traccifn para las saponinac contenides en plantas sea pracisamen

te de 4 hrs, de eata manera as.asegura que 2n ecse tiempo taodas -

las sasponinos contenizas en plantzz son oxtraldas.

9. Une vez gue se ha chtenico cl tiempo dn extraceibn a~ propone
ohtaner el tiempo de contacto de los glhbulos rojos con el Nall
pera quc +e lleve a cobo le hemolisis completa de los oritrocl-
tos con el NaCl srescnte en el agus vy da esa menera .poder medir
12 hemflisis total pro’usiss por las saponinas de loa extraétnn

de lu3 plantas
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S5e tamsron 5 ml de NaGl a una misma concentracién de NaCl y se

pusieron en un tubo de centrifuge, se adicionaron 2 ml de etanul‘

al 80 ¥ v 3 ml de 1o suspensifin de glébulos rojos, esto ae 1levd

a cabo por triplicadc, pera es{ obtensr un promedio del waler de

densidad optica que produce la hemSlisis de erdtrocitos, se deja

ron 30 minutos en contacto, se cantrifugaron 15 miputos e 2000

.rpm y se leyB el sohrenadente a 540 nm. De esta prueba se hiciercn

otres a diferentes tiempos de contacto  cade 30 minutos ). En 1a

tebla ¥ 8 se ﬁueetran loas recultedos obtenldos:

TAOLA # 8

D.0. A DIFERENTES TIEMPOS DE CONTACTO A UNA MISMA CONCENTRACION

DE NaCl.
Tubo 4 NeCl |ml Ets nl susp. 3o 60! 1:30'] 2 hrs. 2:30'] 3 hra
% nol 80% | Gl6bulos D.0 D.0 0.0 0.0 0.0 D.0

1 0.522 2 3 0.066 | 0.1238] 0.222 D.2648) 0.2592] 0.2965

2 0.522 2 3 0.066 | 0.1032] 0.1926] D.268 0.345 | D346

3 0.522 2 3 0.071 | 0.0945{ 0.1905 | 0.284 0.357 | 0.367
Blanco j0.9 2 3 0.0 0.0 Q.0 0.0 0.0 0.0
X prom/ 0.067 | 0.1071| 0.2017 | 0.,2656| 0.3204| 0,3365) .

Cont. Table #8

Tuba 3:30°
D.0
1 0.310
2 0.3225
3 0.2965
Blanco 0.0t
X pram. 0.313
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Se aanes la Jnsvizcifn estandar v se ovafice. pars yer o quz tiem-
pc no hay cambhis significative. 52 nusde ver gn 13 grafics Noo 1
gue a las 2:32 Koo, y» ro hay difarenciz significativa on sl ora

<a de hemblisic.

Metodo Ajustados-

Uespubs de huber descrito los veriacicnaz @l whtoda in‘clal, se
precentc a continuacibn, el metoco ya ajuctacdn, con las condicla
nes optimizadas.,

2 g de la plenta seceda y molide finamante, eson puestos en un --
cartucho de czlulosa para axtraccifn de grasas, se hlerve a refly
Jo con 46 ml de stanol al 280 & en un apar~te para extraccifn GOLL-

FISH ( Labconzo ) durente & hrs. 21 extracto se afora a 56 ml.

~ Pr:pracifn de los erltrocitos.

10 ml de sangrz se reclben en un matrez que contenga 1.5 ml du -
citrato trisddico como wnticoegulantz, la sangreres lavada con =g
lucifn de NaCl 2.9 % (soluciln isoténica) y se ceririfuga por traa
vaces de la misma forma.

Deapufs del 15 4mo lavada, sc retira}el socbrenadante y 21 paque-
te de eritrocitos se recuspende en solucifin de Nall 0.9 % can agar
al 0.04 % { por cada ml del paquete de eritrocitos ya compactn se
adicionan aproximadamente 80 nl de la solucifin salina con ager.)
Se mezeclz suavementa y en una celds 2: 10 x 77 v arpacial para ]
spectrafotfiatzs 52 adicicna le suspensifn e eritrocitos y oe
1210 cua peeistra 2l ampaeiraf-ifietsn 2 750 om (ospectro infra
rojo). Sota lzeturs leh: ser de 258.0 L p.5 . o Trencmitencice &n
cagzo de no ser zs{ se adiclona més soluc'fn salina con agar hasta

nhtenur 23t t-ensmitoncia.
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- Procedimiento pera cnantificar las saponinas presentes en loa

gxtractos.

PREPARACION DE LA CURVA ESTANDAR:

it 8 tubos de ensaye, se ociciona solucifin de NaCl para obtener
concentreciones de NaCl del orden de 0.4568, 0.522, 0.5472, 0.5724,
0.597, 0.6220, 0.648 y 0.9, & obtener un totael de 5 ml de estas
soluciores en cadae tuho. Posteriormente gse edicionan 2 ml de eta
nol al 80 %.y se agita, despues se adiclonan 3 ml de ls suspensifin
de globulos ajusteda. Se mezcla suavemente y se deje en reposo
durante 2:30 hrs., despufs de ese tiempo se centrifuga 15 min y
se lze la hemoglebina liberada en el espectrofotfmetro a 540 nm
(espectro visibie), E1 tubo que contiene 0.9 % de NaCl se toma co

mo testigo.

‘Cuantificecifn de las seponines sontenidas en los extractos:

Se prepara una serie de diluciones con el extracto de la siguien
te>manera:

Se ponen 10 tubos o més que contengan 2 ml de etanol al 80 X. Al
primer tubn se adiclaonan 2 ml del extrecto de saponinzs y se mez
clz bién, se tomA 2 ml de este primar tuho v sé pagen 2l 20. tuho
que contiens %zmbifn 2 ml de stencl sl 30 %, se aglitn bifn y se
toman nuevamente 2 ml de esta 2c. dilucifn y =2 pssan £l 3er.tubo

y 23! sueeslvamnte como se muestra en la figura.

2wl de /'\/W/\/‘\//'\,/'\/‘g,qqm

N v
. CIMC\D U U awm) e

o alimi ~
WO,
cadh Tugo conmieniv 2 wm| b etawel
q\ BO./O
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Una vez hachas las diluclones se riiaden § - L de 1t solucién sali
ng 1.26 % v 3 ml “e la cuspensifn Je glbhulo:z rojos ajustorne a

76.0 L o.s w de transmitancie, se agita suszvemonte vy se deja re-
pogar durante 2:30 hrg, se centrifuga ﬁespuéé e 8sa tiempo B o--
2000 rpm curanie 15 min v se lee el % de trznsmitancia an ol en-

pectrofot@actra o 340 nm.
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III.- oQHPROBACION cXPEHIMENTAL UEL METODO

Para demostrar que =1 m&tado Funciona con cualquier tipo dz plan-
ts gue contenga saponinas, ya sea en grandes o pequcﬁaé cantida~
cden, ae utilizaron 12 plantas yifrutns, los cuasles fucran secados
a SDQC y mollidos Tlaamentc.
Las muestra: utilizadas un este estudlo se refleren a contlnuacifin
en la tabla Wo. 9
TRILA # ©
HOMERE DE LAS PLANTAS UTILIZADAS

Nombre comfin

Nambre clentffico

Senilla de Parota
Cisiple

Alfalfa

Jdarbasco

Leq. de Pto. £scondido
Yucea

tauto

Maguey Pulguzro
Retama

Suinze

Tomatillo

anva

Enterclobium Cyclocarpum
Senna Jccldentalis L.
Medicago datlva
Oloscorea Composita
Senna Reticulate Willd
Yucca Gloriosza
Lysiloma Divericata
Agave Atrovirens

Senua tultiglandulosa
Phaseolus Lunatus L
Physslis Ixocarpe

dlicine dax

Can entos plantzs oo 1lovd a cabo la uxperimentacifn cel método

prcpuesto entericumente




35

Para cuantificar el contenido de saponinas de la muestra se uti-
lied ol espeetrofotémetss, aparatn cuye fundamenio y manera como
funcion: se oxplica a continuacifing

2} principio bbsico de los métodos de shsorcibn consiate en com
parar el grado de absorclén o trensnitancis de la energfa radlan

_fe a una lrngitud de onda particular con una solucibn del mate-
riel a cuantificar vy uma serie de solucionas patrén.

La seleccibn de la longitud de onda se hace de tal menera gue el
aterial que interese cuentificar ebsorbs la luz 2 dichs longitud
“z onda, por lo que la sbsorcifn sufrird un efe;to ménime por -

‘parte de las sustencias de interferendia.

La absorbancia es linealmente proporcional z la concentracibn del
constituyente absorbente.

El espectrofotfmetro funcidna haciendo incidir diferentes frecuen

cias de radiacifn sobre un prisma, gque las dispersa, produclendo
el espectro de las longitudes de onua. Al szr seleccloneda una
longitud de onde determinada, la radiacifn dispersa incide sabre
una superficie gue tlene una rendija que solo dzja pasar sobre la

muestrs la bonde de emisifin deseara.

La muestra absorbe una porcifn de la luz y =l resto que no es ab

]

sorbldo incide cobre un detector, zn dondz sz tronzfaorma en unae

0

gefial electrica que se manda a un amplificador.

La absorbanciz depends de le longitud de onda de la radiacifin y
de la natureleza del material sbsortento.

Le longitud de onda o la que se presenta una absorbancla maxime
depénde de la energla involucrada en una determinada transicifn

electrfnica.
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III 1. RESULTALDE :

111 2.

Los resultados obtenldos de la experimentacifin zc sintetizan on
dos cuadros Iy IX, los cualaa'presentan, el prlmero, 6 curvas
estfindar obtenidas senlin ellmétndu prcpuasto y que fusron ajus-
tedas a una linea recta, despufs de un aﬁalisis de regresiin, cn
un oje de Ecurdenadaa gue representa en las ordenadas el % de
NaCl v en lau abaclsas la denaidad Sptica, donde se chuervb que
invariablementz las curvaes resultantes sran llneales
Para hacer el ajuste de esas 6 curvas 2ctfndar, se utilizh la o=
cueciSn de la recta-y=mX + b

y= Valor de las azbscisas ( D.0.)

m= Pendlente

X= Valor a2n lns nrdenzdas ¢ 3 de HaCl )

b

Intercepto

Los reaultadcs de los 6 curvas esténdar que se muestran en el
cuadra 1 ya ajustadas, noc slrven pera trazar la curva que sz -
muzstra en la figure no. 2 y que es el resultado del valor pro-
medic do esaa curvas eatfndar con au raspeciliva desviacifn eatfn
dar.

En 21 cuadro Il sa2 presenta la densidad fptica a .iT:rentes dilu
clones oripinada por la hzablisis gue producen lus sazponinas cag 7

tenidas en las muestras.

SETERMINACIOD™ OE Ln UNICAU OF HEDIDE . ‘

1 hecho de quc las curvas esténdar rasultantes do la experimen
tacifa fuerzn Mncules v oqus seoudiata obiavar T2 eotas CuTVAs

ona gals cusvn nromatio ¢ in dooviecifn ssténdar Impovtanta, fucl
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Y48 dg Amtaemtnmats s 2 o Urided L bedtde,

Oentra del r-.ngn do NeCl que se trebala pira hacer una curvz es

(34
I

f:der, se ve qu2 sen 0.55 4 Ja NaCl ( 0.5472 £70.55 ), se obtie
n. un valor medic de denaldad Bptice dentro del rengc del espec-
troffitoretro, por lo que se toma este valor como la unidad de
hemblisis, oc Jecir, sc va establecer que 0.55 % de NaCl equive-
len a una Unidad de HemBlisis ( UeHe )

righienda c¢efinido la unidad arbitraria, se interpola en le curva
1z densidad #;3%tica obtenide de las muestras problema, tomando el
primer punte <e densided Sptica que pueda eer interpelado dentro
d= la curva esifnder promedic. En la figure nc. 3 se mueatra.un
ejemplo.

Una vez Yaecha le interpolacifn se obtiene un valor de % de NaCl
producido por la muestrz probleme v 9f s@ definif ques

0.55 % de i!aCl equivalen a’ 1 U.H
X ( Valor obtenido Y
de la gr&fica )~

Esta 2s una ra2gla de tres inversa debido u ls curva que se pre-
senta en la grifica.

Las unidades d2 hemfilisis es! obtenidas s» multiplicen por la
dilucibn correspondiente de la muestra. De estc manera se obtlg
nen las Unidades de Herflisls producidas por el axtracto proble
ma a esa dilucifn. '

Ahora solo basta referir las Unidades de Hemflisls a los gramos
de la planta gue se estan utilizando pars esia cuantificeciln.
.De los 2 g de nuestra origlnales sz llevaron @ un eforc de 50 ml
y da2 asos 50 =1, solo fueron utllizados 2 wl pare hacer les di-

lucionss. Ests s2 va a representar come olgue y nos indica la
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cantldad de muestre: que reslmente utilize en lc determinacifin,

r3

g de mﬁestra 50 ml

A g de nuestra 2 ml

Y (Unidades de 0.0e g
hemolisis )

Z = Unidades de
Hemflists / g de muestra

Para evitar los pasos anierlores, so presenta a continuacifin una
formula para calculer les Unidades de hemblisls por gramo dc mueg

‘

tra.

. Unidad de aforo original
Unidades de P
hemflisis / g de muestra = Hemflisis X Dilucifn X de la mugstra

% NaCl (Valor in-

terpolado) X gde X Allcug

muestra ta

tUnidades de 8.55 X Dilucifin < 50 ml
hemSlisis / g de muestra =

%de NaBl X 2g X 2ml
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IZIL2.REGULT) DS EN UNITADES ve HEMOLISIS OBTENICCS DE LAS PLANTAS.

Lo~ resul*sdos on Unidades de Hemflisis ohteni-os de plantas y
frutoc, ss{ comn de Jos diferentes saponinas se muestran en le
tabla no.9

TABLA No. 9

CONCENTRACION DE GAPONINAS EN 412 PLANTAS UTILIZACAS PARA PROBAR

EL METOOO
Mlambre Vaelor de D.0. para Valor interpaolado UsH / g de
comfin interpoler en la % NaCl muestra.
curva

Purota 0.3325 0.50688 108.5
visiple 0.385 0.h3052 57.2
ARifalfe 0.1196 .. 0.60456 727.8
Barbasco 0.248 : 0.544E8 6462.5
Leg. de Pto

escondidoe 0.3503 D.47916 3673.0
Yuccs 0.2524 0.52956 13284.0
Mauto 0.318 0.51:46 855,3
“iaquey

Fulquzro 0.372 D.48924 4339.6
Retama 0.3253 0.47538 4L62.,7
Guinze 0.1692 0.58242 94,4
Tomatillo 0.361 0.L9302 1794 .9
Soya 0.2881 D.L3160 1U4.545.5
Ssponina

esterclds 0.1926 0.56983 £1767.3
Saponineg

Triterpenolde D.2%0h 0. 52704 133576.0
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TISCUSINN

n el nresonte métede se zjustaron las eondicione- de algunuia va
=i Megs 2on 2l ©fn dr hacer un m@todo mhs aplicable a diforentes
tiros do asponinas, & contiruasibn s2 hace au discusifin.

1. E! nco de anticocgulantes en vez de la desfibrinacifin ce los
nl&bulos rojcs con perlas de vidrio gue se utillzan en el método
original (21) mejora conalderablemente los resultados de métodos
que emplean uste aisteme, yo que se evites tanto la coagulacibn
come la hemblizis de los glébulos por efecto de la agltacién.

2. &n los lavados que se haclan s lea saﬁgre para eiiminar la he-
moglebine libre, se observé que después del tercer lavado, em-
pezaba a aumenter la hemoglobina libre. La explicacién que se dié
8 estn fenfimeno, fué quz los writrocitos se haclan m&s sensibles
v s2 romplan més facilmente debido al excesivo mancjo y centrifu-
pacifn de estoa. Por estos motivos se propusieron ftres lavedos pa
ra eliminar le hemoglobina libra, ya que en ¢l tercer lavedo el
sobrenadante se observe turbio e incoloro.

3. Para ajustaer el rangs de concentracifn de NaCl al que era reco
mendable trahzjar, se axperiment§ a diferentes concentraciones y
gz tomaron aquellas que dleran unc lactura gracusl en el 2spect:o
fotémetro, lo que indiceba que los erlitrocitos se iban' hemolizan-
do poco & poco por les diferentes concentraclores de MaCl. E ran
go de concentracifn de NaCl en que se trabe}f fuf aproximacamente
de 0.5 a 0.65 porcientn. Comp se observae, este rzngo Fuf muy pe-
quefic por 1o que cebfu cuidarsz de hacer las rediciones con exac

titud de cada una de las soluciones gque se agregaban,
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b Unc i Los pasoa mbe iwportantes del proceso seguido, fub el
ajuste de lv suspensibn de eritracitos (25.C ¥ 0.5 % de trans-
mitencia ) a 750 nm. va que 9in estz 2juste sz hubieran abteni-
do lecturnr =n el eapectrofotémetro completz—ente diferentes a
una misma concentracibn de NaCl -e un experimento & o%ro. Gon
este ajuste az obbuve duplisi<ad er lo: resultados con poct dag
viacifn, débidaa a que el materlal hinléglce can e que e traha
Ja puede preaentar dlveraas variaclonzs ralacicpadas principalman
te con las condiciones fésicas dcl animal, o cuel repercute en

1la sensibilidad dz los eritrocitos.

%. Se considera que la 3olucifin de NzCl con agar 81 0.04 % qus 3e
utiliz$ para la dilucifn cdz la sangre 23 la rés adecuada, ya gque
puede medirzc 1= cantidad necesaria de esta solucifin pera su uso
v adamfs sirve como "cclchon" para evitar le hamflisis de eritro
citns con el manejo.

6. Era muy importente gue todass las variables que tuvierz la prz
naracifn de la curva esténda: estuvizran involucradas también en
la prepuracifn de la muestracparacla ciontificecién de saponinas
v vigeversa.

Como la nunsire 2ra extraida can e4nnol @l 20 %, era necesario
n+iY43: » atenol al 80 % para lz preperacifn Je la curva, va que
3z ghaervB un e®ecto protzcter del etznol en la hemflisis e las
<ritrocitos.

7. No se probaran Aif:rontes sclventos debida u qus el salvento
utilizes s par. sxtraer la2s aeponings e la pionta gib ranultadaé
aceatablzg. N oas consicderf nzteaari- Racer stras prushas ya gue

an varios trabuje: sansulteds: se u"llzobz etonsl para hacer 1lé
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extrzszeifin de saponinag, por lo jue este trabsjo solo se pro-
haren difercmte. econcontracionss de efannl &° gL'y se ancon-
tro quz donde abla nayor concentracibn de compuestos hemolfﬁi
cas era cuendo la planta se panfa a reflujo con etenol sl 80 %.
8. Otro especto muy importante tomsdo en cuenta pare llegar el
método final, fué el tiempo de contacto de los eritrocitos con
les acponinas de las muzstras o a su vez con lao diferentes con
centraciongs de NeCl. Se 1legf a la conclusifn de que 2:30 hrs.
erc el tiempo necesario pare que se produjera toda la hemolisis
de los erltrocitos, causada ya sea por las sapanines o por las,
hiférentes conzentracinnes de Nall.

No obstente les ventsj]as -escritas antariormentc del método pro
pucste en este trebajo, es importante sefielar que no fué poci-
ble ezneantrar unz correlacifn entre las dilucicngs v los incre
mentos de densidad Optice ecomo pueds verse en 2l cuedro na. 2
guz psrTmitiera 2n un momento dedo ubiener 2l resultado flnal -
cor zualquier dilucifine Le explicacién que se df a esto es que
posiblemente el hecho de estar trabejando con estructuras com-
plejas como son los eritrocitos, el comportamiento du estos fren
te a un factor hanolitico como son las saponings no sza el mis-
mo gue podenos chtaner Frente a cowpussicu gofiicoo, por eeta
razln se Jzcidif dz menera arbitreria establzacer que se utili-
zerfa olempre para el calculo el primer dato de densidad 8pti

ca gue antrara en la curva.
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CCNCLJSIGNES

£l métoda propuestc c: util porque se puede difzrenclor el
contantldo de sancninas de 1=z diferentes plantas y detactar

pequefias cantidade:s e szponirss 2n ellas.

£a un nftado fagil <e reproducir, ofpldc para llevarze = -

cabe y que no requlers de equipe especlailzadc,

£l hacho de que se bese zate mitodo en la hemfilciz que es
caracteristica principal de les saponiras, ro descarta la
posibilidad jue z=n algin materiel vegetal pucde encontrecsa
otro compuesto gue produsca huomflisis y que nc se trete de -
saponinas, aungue aatés son las m&s abundantes y concoldas

con e23ta propiedad.



CUADRD # 1

UATOS PARA 6 CURVAS ESTANDAR QOTENIDUS EN LA EXPERIMENT.AGION
{ CURVAS AJUSTADAS A UNA LINEA RECTA )

Tube | Concentracif] ml de ml de susp. I 11 111 v v Vi ~agviacifn
de NaCl. stanol 80%| de glébulas) 5o f po | b |00 0.0 | 0.0 | T zstantar
1 0.4568 2 3 0.360 | 0.3729] 0.3298 § 0,3354 10.3187] 0.3966 | 0.35C0¢ ©.02
2 0.522 2 3 0.28591 0.3109] 0.2739 | 0.2801 0,2800] 0.2290 | N.2965] 0.01%
3 0.35472 4 3 0.2433§ 0.2479] 0.2280 | 0.2297 |0.2442} 0.2625 | 3.2652) C.C1
A 0.572k 2 3 0.19171 0.1850] 0.1771 | 0.1754 |0.2025) 0.1961 | G.1em] C.01
5 0.5%7 2 3 0,1L05] 0.1235] 0.1274 § 0.1226 §0.1667) 0.1308 § 0.1262) . ©.01
6 1.6228 n 3 0.067€1 0.0591§ 0.0752 | 0.0668 J0.1251] 0.G624% | 0.07 J.02
7 0.6%8 2 3 0.0355) 0.00381 C.0243 | 0.0124 {0.0863] 0.0C%, }0.027 0.02
8 8.9 2 3 0.0 0.0 0.0 g.0 g.0 0.0 G.0 0.0




CuRIag # 2

JLNSIDAD OPTICA 5T LA MUESTRAS ANALIZADAS A DIFERENTES LILUCICNES

Tubof £31u |21 dalzucp. FarctofDleiplafAlfelfa Parhag fLeg. de]Yucas Mauto laguey fletana)Bulnza [Tama 1Scya Bapani |Sapond
cifin [l fHlobe co pto. eg Pulqu 1110 8 gu=|trites
R Pt conzlide rc. Eeml- pencie
Be da.
1 131. 5 2 0,509 Int‘.‘!‘fg_ HeT HeT HeT HeT HeT HeT Hel HT HeT HeT | HeT HeT
rencla. :
color.* |
2 h:2 - 3 0.535 ¢ HeT HeT HeT | HeT HeT] HoT HoT{ H.T HoT] HeT |} HLT HeT
3 b = 2 0.52203,325 HeT H,T HeT | HeT HoT] HeT HoTl 0,5019 H.TL H.T | HT HeT
L 5 b 0.2321C. 1056 § .7 H.T HoT 1 HeT Q.lm HeT 10,527 1 0,1673 H.T] H.T | H.T HeT
S §.17 = 4 0,041§0,53% He T HoT BT | HeT PB.45SEL HoT [ 0,579 1 DJOBEL HWT] H, T HeT 1'aT
Z_3:.32 5 b 0.036100.435 0.u525 MY {0.5155 | H.T boand HaT ] 00,2057 9.n5C4 0.5CP HlT | HoT HoT

N E NN B > o - 0.1130 | 1T |50t {0.517 [a3qe] d.T ] 0.2050]0.0635 0407 HJT | HoT | H.T
BN KPR B 3 - - 0.077 Jo.e35 fn.s0es {3400 ) - T {o.o3e] - Jo.3s1)o0.524 0.432)0.535
g luxd 5 | =2 - - 0,061 Jo.2re {5.7903 jo.h3 ) - 509 - - |o.2as]0.154 0.192j0.527
1w {1:01d - 3 - - - 0.27% | - |o.2a2d - (.32 - - . |o.21t} 0. 3040 . 1156] 0.1 355
1 fpazd - | 3 - - - n.anisl - - - r.oe2l - - - {0.3740.1155| 5. 2901
12 f12a] 5 3 - - . - - - - jo.ston| - - - |07 - -

45
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