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METODO ESPECTROFOTOMETRICO PARA LA OETEfli.IHJACION 

CUANTITIHIVA DE ~;:.PONI:JAEi rn PLMJTAS. 



OBJETIVO 

DETERMINAR EL CONTENIDO DE SAPDNINAS EN PLANTAS, UTILI­

ZANDO LA PROPIEDAD QUE TIENEN ESTAS SUSTArcIAS OE 1-EMO·­

LIZAR LA SANGRE, PílOPONIErf>O PARA ESTO UN METODO QUE ES 

FACILMENTE REPRODUCIBLE V QUE NOS CUANTIFIQUE EL CONTE­

NIDO DE SAPONINAS. 
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INTROOUCCION 

Las conaide1·aciones que ee tomaron en cuenta pare la b•.J:Jquecta G8 

este rn~todo fueron las aig~ientes: 

1.-Importancia da las saponinas como agentes toxicos,ya que -

son capacea de hemolizar los globuloa rojos de la sangre, 

adem&a de otros efectos b1ol6gicos que tienen en animales. 

2.-0ificultod en reproducir loa metodoa ya existentso por le 

impresici6n de estos pü~a cuantificar el contenldo de sep.E, 

ninas en plantas. 

Ei m~tado para la cuant1ficaci6n de aapcninas propuesto en este 

trabaja, es un m~todo calorimetrico en el cual el % de hemoliais 

producido por una determinada cantidad de extracto de sapon1nas 

es medido como densidad optica (D.J) y relacionado a una curva -

estandar, la cual se obtiene graficando diferentes ccncentrecio~ 

nea de Nm:l y la de.tsidad optica que se obtiene en un fotncolor! 

metro deb.ido a las 'dlr~rentea coloraciones que fle obtienen del -

efecto hemol{tico gradual que tiene una soluc16n de NaCl sabre -

los globuloe rojos de la sangre. 

De aqu{ sr. parte para obtener una unidad arbl traria para le ~nr.c11 

ci6n del contenido d3 saponinas de los extractos que se obtienen 

al hervir e reflujo une cantirlad de la planta con atanol. 
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I. uENEílALIDADES: 

I.I. Definici6n, campos1ci6n química y cla~1r1cac16n de las sap.9. 

ninas: 

La~ definiciones existentes sobre saponines difieren funda­

mentalmente en el grado de detalle con el que se explica au 

naturaleza. 

La dcfin1ci6n que ae expresa aqu{ se considera la m~s compl!!, 

ta, obtenida de diferentes fuentes bibliograficas y se defi­

ne corno "gl1m6cidoe formados por una aglicone ri aapogenine y 

diversos azucares". La uniftn entre el azucar y la aglicone 

ee lleva a cabo en el carbono # 3 de la aglicona par un en­

lace heterocidico. 

Los azucares que forman lee aaponinas son pentosas especial­

mente d y 1-arabinoae, d-xilose, 1-remosa y qu1novoaa y tam­

bUn hay haxoaaa c0111a d-glucaae, d-galactoee y ecidoe d-glu­

curonico y d•galactouronica. 

Eata porc16n gluc!dica puede constar de 1 .a 5_mollculae de 

azOcar sencillo v. en algunos ceaae la eglic111e aat~ combi­

nada no con azGcar sino con un ac. ur6nico 

Por otra parte las agliconas o sapogeninas pueden ser del 

tipa eoteroidal o triterpenaide. 
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Las :;;aponinae se encuentran en una ext,ensa vBriedad de plan. 

taJ; las qua se encuentran en leguminosas son generalmente 

de tipo triterpenoide y generalmete son pentaciclicaa.Exis-

ten diferenteo estructuras a~~ dentro de una ~lJmo plante, 

le que m6s ha sido estudiada son les dos variedades de alfa.!, 

fa y se ha observado que contienen hasta 25 seponinas diferen. 

tes tanto en compos1ci6n quimica como en c~ntidad. 

Gestetner a1sl6 una seponina de la alfalfa biologicamente ª.E.. 

tiva, el ac. medicagen1co 3- -a-triglucosido y obaerv6 la d.!. 

ferencia estructural de otra soponina de la alfalfa llamada 

hf:ltleragenina, la primera tiene actividad hernoHtice y la se­

gunda no, y su diferencia estructural es un grupo COOH en.el 

carbon 23 del ac, medicagenico en vez de un grupo CH20H en la 

hederagenina. 

Para mostrar lo que serta la estructura de una saponina pon­

dr~ como ejemplo la saponina encontrar.a ~n la alfalfa. 

la cual est~ compuesto por una cadena de azucar~o (hexoaas) 

y la sapogenina Rglicona. 

81bliograf!3 usada nn aste nubcnp1tulo: 1, 2, 3, 4. 
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I.2. Distribuci~n de los 3apaninus. 

l_as sapanina:i se han encontrada en diversas partes de veg~ 

tales,tales coma raices, tub~rculas,hajas,flarea,semillas y 

frutos. 

Las sapaninas triterpemaides son más abunr~:;intaEi en la natur!L 

leza ya que las plantas presentan con frecuencia cantidades 

considerables de este tipo de saponinas. Abundan en las famJ.. 

lias de las d1cotiledoneas,espec1almente en las crireofila-

ceas,sapindaceas,fitulaceas,poligalaceas,sapotaceas,quenopo-

diaceas,ranunculsceas, berberidacE2s,papsveracaas,linaceas, 

clgorilaceas,rutaceas,mirtaceas compuesta. , etc. 

Las eaponinas esteroides son nenas abundantea en le natural,?¡ 

za y se encuentran en las familias je las ~anocotiledoneas, 

especialmente en las d1ocoreas,amarilidece2s v lilnceas. C.2, 

mo plantas rapresentativas de estas familias se menciona la 

diocorea Jp.,el agave, la yucca y trillum. 

Las aap•mim1s oe encuentran ampli.:i;icntP. distribuidEJs l:!n plr:.!!. 

tes de importancia en la agriculturs y en particular en le~ 

minoilas utilizadas como farroje (Ejempla: alfalfo ). 

A cont1nuac16n se seílalan algunas de les cantidadea de sapo-
' 

nina triterpenoide encontrada en plantas. 

Planta i• saponine trit:-1rpenoide 

Raíz de PrimwL 5 - 10 

ílaiz de Regaliz 2 - 12 

Corteza de Quilaya 10 (Sapon1na Corr.erc1al) 

Semilla de CaotaM~ d8 Indlao 13 

La bibllogerf!o ~Jad~ Jn cst~ su~co~!~ulo 2~ la slg~iente: 2,~,5. 
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I.~. ~~ractc=Íoticao de l~~ sapan~na~. 

Entre lag c~racter!sticas m5a important8s encontradas en la 

bibliograf!u de las dEponinas, se encuentren lau ~iguientes: 

son sustancias blancas, amorfas, nabar amargo e irritante,muy 

solubles en agua y alcoholes de bajo peso molecular. En agua 

forman solucionen coloidales que al ser agitedas producen in­

tensa espuma, act6an como sust~ncias t6xicaa cuando se inyec­

tan en el torrente sangu!neo, por su ócci6n hem611tica, disml, 

nuyen la tensi6n superficial, forman complejos con protsinas 

y·Hpidos (Ej. colaaterol. ), son t6xicéa para loe animales 

de sangre fr!a 

Note: bibliografia usada ea ••••• 6 

I.4. Importancia y Usos 

Las saponinaa producen lmpo~tantes efectos biol6gicos. Les de 

tipo eat8roidal son importantes por su relac16n CIJn compuestos 

tales como lea hormonas sexuales, cortisona, vit. O y hetero­

sidoa cardiacos. 

las aapogenines naturales dirieren en co~posici6n qulmica de 

los heterosidos cardiacos tan solo por su cDnfiguraci6n ~n 

3,5,25. 

Les sapogeninas 8ateroides tienen gran accptaci6n para la sin. 

teeia parcial de cortisona y·hormonas scxu3lea, y~ que la sin. 

tesis total de estos es larga y costosa, por lo que se pref!e 

re la ut111zec16n de esteroidP.3 netural2s. 

Lea sapaninae oon empleadas tamb!~n como aditivos para alimen. 

tos y bebida~. Se he empleado en u.s.A. extractos de Quillejs 

saponaria, que contiene seponlnas cor.io correctores de sabor. 
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A causa de su capacidad para formar espuma durodern JC ~m­

plean los saponinas en la cerveza y ot:as bebidas. 

Las saponinas tarnbi~n sen usad~s para emulsionar laJ grasas, 

como detersivos en la industria, en la composici6n de jabo-

nes de afeitar, ~hampues, liquidas extintores de incendiQs 1etc. 

Fuente: 314,G,7. 

I.5. Aislamiento de sapaninas 

Lee ouponinas son suat~ncias muy polares y es pasible extrae!. 

las en frie o 8n caliente con agua o alcoholes de baja peoa 

molecular. 

Las plantas contienen m~s de uns a~pcnina y su pu~iric6ci6n 

es par la general dificil, inclusa las estructuras dg alQUn9s 

de ellas, aunque han sido estudiadas ampliamente,na se han ~.:!.. 

teblecido por completo. 

Recientemente se ha demostrado que las eaponlnas de tipn e'"t~ 

~oide se forman a partir del colesterol. 

Para 16 cbtenci6n de las eaponines se ~ace una hidr6liJio de 

la materia prima, la cual puedo hacerse con sus propiua enzi­

mas nat~rales, con enzimao de origen microb1ol6gico o por unn 

hidr6lisia ~cida can ac. clorh!drico o ac. aulfOriCD 

Bibliografia usada •••• 4 1 5. 

I.6. Efectoo biologicos de lao saponinao 

En esto subcap!tulo se describen los efectos biol6glco9 que 

tl~nen las 2aponinao, eopecificandn ~a~t ~no de :llo~. 
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1.6.a. Efecto he~o'1tico 

¿::¡tu e~1 uno :le los . :~n carncb?1'1a'.:l.cos de las '3apnn:.n· J 

el cual se tora~ como bese· nn lo ~~yor1a de l~F motnjcs 

para la detcrminacl5n cuantitativa de oaponinas. Este 

trabajo tambi!n ut!liza este nfecto ºº~~ b~se a nsJ1-

ci6n·. 

La actividad hemolltica de lao saponinas se atribuye a 

su interacci6n con el colesterol de la rnsmbrnna,aunque 

se ha observado que ciertas proteinaa hemolíticas , a3! 

cor.to las saponinas, participan comunmentl? en el mi~mo -

sitio de la membrana del eritrocito y este sitio es el 

colecterol. 

Shany observ6 que el trateml1?nto de la lílt'?mbrana con une 

de estos agentes previene la un16n del otro. 

La experimentaci6n realizada hasta ahora ha permitido dn 

terminar relaciones entre direrentes variables y el gra­

do de hem6lisls generado por las aaponlnas, fundamental­

mente se ha deM~strado que los concentrados ¿3 ~~ponln~a 

pierden gr~n parte de su actividad hemolltica pcr cel~n­

tamiP.nto. 

La alfalra ea la planta que m~s ha sL~a estudifJda en 

cuanto a efectos de las sapaninas cont~nidas en ellL, ~ 

partir del estudio de las saponinaa de er::ta ¡Jl·~nta y i"'.15 

efectos h~molitluou ae han hecho ~ct2rminacicnea lmpor­

tantea: 

- Se aflr~a qu~ ul ~c. Hedicagenico, que e~ una eglicone 
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co11tdnlc!a en la alfalfa as el responsable de la rela­

tivamente alta actividad hemolltica de esta planta(1,9) 

- Janes mostr6 que existen diferenteb cantidades de Ga­

poninas dentro de la planta de alfalfa, se comprob6 -

que existe diferente grado de hem6lisia entre el ex­

tracto de la hoja de alfalfa y el tallo de la misma. 

Se cree que la actividad hemolltica an la saponina de 

la alfalfa se debe en su mayor parte al contenido de 

ac. medicagenico, pero tambi~n a la proporci6n azucer/ 

eapogenina. Le saponina encontrada en la alfalfa (Me­

dicago Sativa) es muy similar a le encontrada en la -

soya, ya que la diferencia es.de dos grupos carboxiloa, 

pero se explica su inactividad hemolltice de la aoya, 

por le proporci6n azucar/sepogenina, siendo m5s alta 

~n la elfulfa ( 5:1 ) que en le soya e 1~1 ) (1). 

Existe tarnbi6n otra teoria acerca de la no lisie de 

globulo3 rojos por parte de les saponinas de la soya 

y es que su actividad se ve inhibida por una proteina 

que se encuentra en la misma soya (seroelbumina). Ta,¡u, 

bi~n otros ~studlcs rlemu~stra~ qus el cglente~iento -

de la saponln::J de la soya provoca que :.;u :3C::tivid9d h~ 

molltic8 ~e reduzca. (8) 

Ewart clasifico l~ susceptibilidaJ de los eritrocitos 

a las seponlnas de un numero de e8pec:les como aigue: 

Conejillo de Indias, Caballo Perra, ratas, conejo 

hombre, cerdo cabra, abeja, ganado vacuno (1). 
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1.~.b. Efectos en ~1 cr~cinlento. 

~Lmecenismo biaqL1!r.1ico de dcpreai6n del crecimiento ceu­

sJdo por s~~oninaa no hu sido identificado pero se cree 

que pu.:da ser el i·r=sulteda de una inhib1ci6n enzim6ticn 

celular (1). 

Tambi~n se eugiere que le depresi6n de crecimiento se d~ 

ba a la inhibici6n de enziwas digostivas, la cual haga -

que disminuya ls digestibilidad de ci8rtos nutrientes (9). 

Se ha observado que la inhibici6n de crecimiento ae pue­

c.Ja ver contrarrestada por varias'agentes como son: 

- Taninos: Contrarrestan el efecto inhibitorio que cau­

san las saponinas. Una rnezcla su¡:¡onina-tanino elimina la 

toxicidad de amboa. 

- Adici6n de colesterol a la dieta de animales monogaatr,!_ 

ces. 

1.6.b.1. ~fectos de crecimiento en plantas y semillas. 

Se ha informado que las saponinas tienen efectos en el -

crecimiento de plantes y semillas. 

08pendiendo ~el tipo de saponinas ~~ ~a visto que hay in­

hibici6n en cereales, por ejemplo la saponina encontrada 

en elfalfFl ( Var. Medicago Lupulina ) inM.bia el creci­

miento del trigo, cebada, avena y centeno y utilizendo 

las mismas qoncentrucionee de saponina pero con diferen­

te variedad (Ver. Medicago Media ) se afecto el crecimie.!l 

to de cebado, avena, aaimiamo inhibieron parte del cree! 

miento de c~nteno, pero no afecto al trigo. 

Marchain mastr6 qu~ lee saponinaa de le alfalfe 1nh1bian 
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lo garminaci6n de lo semilla de ulgod6n, detectando. qua 

actunb::m sobre la ou¡.;3rflcie, no en al embri6n.:.de la s~ 

milla. Tambl~n demoGtr6 que hay decremnnto en la respi­

rü;i6n ~e la 3emllle cuando esta est~ en contacto ccn la 

oaponina, ya qLJe hay car.1bi.c2 estructurale's de la membra­

na que hace que $B vea afect~ja la pa~meabllidaG al :xi-

geno. 

1.::; .b. 2. Efecto en el r:r·".!cimiento de hc:mgos y otros microorgani~ 

meo. 

Hcrber (1974) demo~tr6 inhlbici6n en el crecimiento de 

Trichcdcrrna Viride usando laa saponlnas de la alfalfa y 

observ6 :Js imi::;mo que otrr::o quince :ilicroorganlsmos sen. -

tambl~n s8nsitivos a estas s3ponlnaa, le cual pue~e aer 

ben~fico, ya que se protege a la alfalfa ( rolz y tallo) 

del ataque de microorganismos del suelo.(1) 

Algunou lnve3tigadcres su~ieren qu8 el efecto fungicida 

de las saponlnas se debe a su interacc16n ~on el coles­

terol da la membrana del microorganismo. 

3estenter mostr6 que el ac. ~edlaagenlco (agl1cona o S.!!, 

pogenina ) es responsable en parte del efecto antifungal, 

pero que existen otras estructuras que contribuyen a e!. 

te ~fecto. (9) 

Se demostr6 que nl efecto antlfungal puede ser cont.!'arre~ 

tado mediantn l<J ac!1c16n de col.J::it-"":rol y de 7-d~hidroco-

terol ~aro no por 3rgosterol, en el media cte cul~ivo. 

1.5.b.J. Cfcotoo de creci~ienta LJn ~onogastrl~os y rumion~es 
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LAS Jop~ntn~u que h3n sido eotud1o~as pera la de~CF.tra-

~16n de efectos de crecimtento en monogastrico! y rumien 

t"G ha sido le alfalfa, y se ha demostrado que 0.1 % de 

..;nponina de alfalfa es suficiente para ·causar de,pres16n 

del crecimiento en pollos. 

La rr.apuesto de la cantidad de saponinas sugerida es m~s 

sensitiva en aves ce cor~~l que en otros monagastr!cos 

coma se muestre en al cuadro(•) 

Animal 

Rota 

saponina 
ingerid¡;¡ (%) 

2 a 3 

Conujos 2 

Conejillo de indias . 2 

0.1 í.l 0.2 

Depres16n de 
crecimiento 

+ 

+ 

El efecto depresor del crecimiento por consumo de alfa.!, 

fa en pollos puede ser controlada suplementando la diete 

con 1% de colesterol. ( 11, ~2 ) 

En rumiantes, no se observa efecto cepresar je crecimie.!l 

to. 

Les semillas de soya no tianen ningGn efecto ~etardante 

del creci~iento ~n ratas, ratones y ~allinas. ( 3) 

1.6.c. Efectos en sangre v niveles de colesterol en tejido. 

Se ha observado que en animalee moncg~etricos, ali~ent!!_ 

dos can suponinas de la alfalfa o dicta con sapaninaa, 

se obeervú unu reducc16n del colesterol an tejidos, mie!). 

• Tomado de fuente bibliografi=o (2) 
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tras qua en rumiantes, el afecto ea pequeno. 

Se mostr6 que las saponinas forman complejos insolubl~s 

con el colestl:?rcl, lo cual hac~ supone:• ::¡u~ adrninl stra.!l 

rto una dieta con saponinus disminuya el colestercl de la . 
sangre, P.orque úC? esta man ere se 3V1te su reabsorr·, ! 5n .Ee 

to ha sido probuda ~n pollos, ratas y monos (13 1 14). 

Malino~ sugiera que luu sapQninas pueden constituir un 

instrumento de tergpeutica importante para combatir le 

colesterolemia en humanos, esta conclusión est5 amparads 

en el hecho do qu!l lasaponina de la alfalfa es tolerada 

por ratas y monos, adem5s de que el hombre tiene mucho 

tiempo coneu:n~.endo pequef'las cantidades ~r:: =.apcn~nas ~n 

diversas plantas. (14) 

1.6.d. f'latulencla en rumiantes. 

Loa tDabajos realizados por Nangon y Mc.Artur (196~ 1 196(, 

19E9,1970 ) sobre la flatulencia en rumiente9 puede resu 

~~rsc comQ sigue: (2) 

1. Preoenci~ de agentaa influ~~torios en le 1ngast16n de 

forraje (sepon~nas). 

2. V1.gorosl:l pro~ucc16n de gas en el rumen 

3. pH 6c1do favorable para la flatulencia. 

4. 01aminuci6n de agentes antiflatulantee natural~s. 

3. Presencia de cationes rel~cionados con la flatulencia. 

Se han obaervadr ~troa efectos reltJcionados con liJ flt.:t.!,! 

lencia: 

- Ef8ctos directns en el sietamc nervioso c~ntr~:. 
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1~~- • Inhibic16n de la actividad enzinati~o. 

¡_·:::~ . ~¡r:iir.:-: <!:.+~ .• :..~luc!onadao :::011 ol metabolismo· ene!, 

~~tjc~, d.:::i·lo el punto .~;; v,.c:t« enzim~tico es~o puede -

.:!ar lii explic::ici~n r;ara :os o!ntomas de toxiciclad q:Je -

presentan loo animales monagfistricoe por la ingesti6n de 

plsr:taa que :ontienen saponinas. 

Tiene m~s importancia el efecto inhibidor de enzimas re­

lacicnadaa al ciclo del ac. citrico, lo cual puede tener 

efectos en la aficiencia r.le la utilizaci6n de nutrientes 

y en el crecimiento de animales (1). 

Se demostr6 que las aaponines contenidas en la soya in­

hibian la actividad proteolitica de la larva Tr1bolium 

Castaneum C in vitre ), tamb16n inhibian le actividad -

de tripsina y quimotripsina (B). 

further explic6 que las seponinas son le cause de la 1!!, 

hibic16n ~espiratoria, lo cual fu6 tambi6n demostrado -

por Cheeke en 1970, estableciendo que le saponlna inhibia 

in vitre le oxidecci6n del succinato ( intermediario del 

ciclo de hrebbs) en rataa. (1) 

Estos efectos en la actividad enzim~tica del metabolismo 

celular dan una expl1coc16n de los efectos nocivos en -

crecimiento. 

1.6.f. Inhibici~n de la actividad del mu~culo liso. 

So~re este efecto ae tiene poca informec16n, aunque en 

g1.meral est6 relac1onodo con algunos de los efoctcs ª.!l 

tes mencionados causados par saponinas. 

L~ rr~s lmportRnt~ demoGtrado en relaci~n con este erecto 

..•. 
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es le observado por Li~deh en 19S7 an el sentida de que 

uric a~n!111straci6n intrarumi~l, asl cama intravenosa d~ 

saponina d5 come rea11ltaMa una reducci~n :n la mcvilidad 

del ru~en (2). 
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II.a. DC:Té]lhINA.::ION INICIAL DEL METODO. 

El metodo inicial estfi basado en. las t~cnicas usuales para le 

cuant1ficaci6n de saponinas (13, 21 ) en los cueles se utili­

zan saponinae semipurificadas en la curva estendar de un m~tE!. 

do colorim~trico. 

Las variaciones iniciales propuestas para el diae~o de un nu,E_ 

vo m~toco, fu8ron probadas durante la experimentaci6n hasta 

encontrar las procedimientos m~s adecuados pare le determins 

ci6n de sapaninas. 

Las primeras variaciones hechas a los metodoe encontardos a 

partir de fuentes documentales fueron lee siguientes: 

1. Tipo de ~xtracci6n utilizada ~ar~ obtcr.c~ el extracto de 

Elaponine. 

2. Utiliza~16n de una sustenc~a como es el NaCl en soluc16n 

para obtener una curva eetandar ( graf1cando hem611s1a contra 

concentraci6n de NeCl ) en el m~todo colorim~trlco, en la -· 

cual se pueda interpolar el valor de hemolisis producido por 

el extracto ~e ~aponinas d~ una determinada planta, propanie!!. 

do unidades arbitrarias parF.: su medici6n, 1'1 cuul permite, -

que el m~tm:o sea facilmar.te repror:lucible 

:3. Se p:ri¡..oni; ~·na oeri:.. 1; .!iludones .. !el e:<tracto de ::.:apon.!, 

nas pera .Ju Ct.'.antifica:::i~n ¿vitar.do di1 esta :mt::ra aster co.!l 

cantrondo o ~ilu~endo ~1 extracto µ~10 ab~en~r una lectura en 

e: fctocolor~m~tro. 

~on eat3a var!acioneE hechas a los rnetodo3 obteriidos de fuen­

tae bl.hliogr11;'ict:1s· t:l rn~todo inicial se resume esf: 
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FUNDAMENTO .. 
La t~cni~u in!clal estfi basada 2n la ~ra~iadu~ ~ue tienen le~ 

saponincs de hernal!aar la~ glcbula3 rojos rle la sangre, pcr 

la 1nteracc16n de las =aponlnaD con el cole~terol de la mem­

brana del eritrac!tn, lo cual provoca una sel~Ja Jel pig~ento 

hi:?moglcbina, el cual sa lee en el espectrofot6r.i.::tro por lc.i C2, 

lar~ci6n roja que produce. 

¿1 NaGl utilizado en 2~tz t~cnlca puede producir el ml3mo e­

fecto de hem611sls dependi9ndo de las concentraciones utlliZ,!l 

rjas. 

Preparac16n da los extractas de saponlnos ob~enldas de ~!Peren 

tes plantea. 

C:n un cartucho cte celulcséi ¡::ai:a ext:racc16n de grasas son pues 

tos 2 grs. de la planta secada y molida finamente. A continu!!_ 

c16n se hier11e a reflujo con 40 ml d.:? etanol al 30;-Q en un ªP.! 

reto para axtracc16n Goldf lsh durante 30 mln. El extracto ya 

fria se afora a 50 ml. 

Preperac16n da lo~ erltrocitoo. 

Se deeflbrlnan 10 ml de sangre con perlas de vidrio. La san­

gre ya desflbrlnada es lavada con aoluc16n ce Na~l al 0.9 % 

(solucion lsotonica) y cantrifugade con el f!n de ellm!ncr la 

hf¡mCiJlobj.ne libre que haya por loe globulc3 rojos que se h::?110 

lizaron c'.'.ln ~;l l:'.anajo de la sangre. La songn eo lavada y Ct:!!, 

claro e ~ncoloro, le :ual ln:'.i~a ~usencla ~e h9~nglobinE libr~. 
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E:. r:::·;'..leb k erH:roci~os obtenido ¡,,e dUuye 1 :1+ en ooluci6n 

aalim: 0.9% con :::gar al O.OS% • 

Procedi~iento para cuantificar las seponinas presentes en los 

~xtractos. 

Preparaci6n de la curva estandar: A once tubos que contienen 

concentraciones de NaCl que van desde 0.1 a 0.9 % NaCl se a­

diciona 1 ml de la su3pensi6n de globulcs diluidos 1:4 y 2 ml 

d~ agua desionizads, se agit~ suavemente y se deja en reposo 

durante 30 min. Se centrifuga a 2000 rpm durante 15 min. y se 

lee la hemoglobina libre en el ea~ectrnfot6metro a 540 nm, en 

el espr.ctro vie 1ble. EJ tubo que cont :t e.1e O. 9 ;~ de NaCa se. t,E. 

me cono testigo. 

Cu:int1fL::ac1~n M~ ! as !3apon~.nas contenidas en los extracten. 

Se preparan una serie de diluciones con el extracto de la a! 

guiente 1T1enera: 

Se ponen diez tubos o ~~e que contengan 2 rnl de agua desion! 

zade. S?. adiciona al primer tubw ~ ml del extracto de sepan! 

ne~, ~e cg1tE ~l~n y se toma de cste tubo 2 ml de c~ta jilu-

ci6n que s~ paann al oegundo tubo que contiene tambi~n 2 ,1 

de agua desionizeda, se mezcla b16n y se toman 2 ml de le d! 

luci6n que se pasan el torcer tubo y es! sucesivamente como 

Loe tubos contienen 2 ml ~e egua desionizede. 
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Una vez hecha3 las diluciones s2 aAaden u cada tubo 5 ml de 

sclucien salina 1.2G % y 1 nl je le ~uspensi6n de globulos 

rojos, se deja repoaar 30 min, posteriormente aa centrifu~E 

a 2000 rpn .• duranta 1'.:i min. y oe le~ d porciunto r;e trans-

mitancia en el eapectrofotor.ietro a 540 nm. 

Nota.- Sa hace la conversi6n de p~ciento de tranamitancia a 

Densidad O~tica en todos los cesas. 

II.b. Variableo manejadas p8ra ajuetar el m~todo inicial: 

Loo parametro~ que se variaron duntro del m~tado se fueran a­

justando uno por uno hasta obtener un resultado opt~~o en ca­

da 1.:110 de ellos. 

A continuaci6n se describiran los pe:ra~troa \' la for;;-,a coriCI 

s~ ajuntaron. 

1. El primer cambio que se propone ea en la preparc16n de los 

eritro=itos. El m~todo inid.al propone una dest'lbr1nac16n de 

la eangre lo cual sirve para evitar la coagulaci6r.. ~e cons! 

dera ~ue este m~todo ne ~s el m5$ eficiente y3 que ci 13 ng.1. 

tac15n con perlas da vidrio no es constante y suavr.?, pue~e -

coagul~roe la sangre o hemolizarse los eritrocitos. 

Por estas razones se propone usar un anticoagulante, citrato 

triaodico qua fu~ usado en una tecnica de cuantificeci6n de 

onpaninas, qu·a actua tDTTIO aecueatrente de calcio y d12 ana m~ 

naro evita le coagulac16n. La p:L'eparnc16n e! ... este mt:.~oag:.r-

lent~ eJ la siguiente: 

~ltreto trisodico 2.'.'! gr ) 
o.s ~r 100 ml 

2.45 gr 

1oa rnl =e ~engre 

l:iaxt::-oae 
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2. En la preparaci6n ele los gl6buloJ ro~os, :.1 m~toda l.nii:bl 

propon8 una serin ~e laü~doa para eliminar los globul~s rojos 

que fueron hemo:lia~os. A la sangre ae edlcio~aba aproxim~rtc­

liiente 10 ml de NaCl 0.9 ~ , s~ ag:l.tabt1 y centrifugaba. El 'lD­

brenade~t~ contrn!a una detcr~inads cantidad de
1

hemJglobina 

libre debi~o a loe gl6bulos rojo3 que se hem~llzaron con el 

~anejo. Par3 eEtabl~cer la cant~~Hd de hemoglQblnq qu~ qued8-

ba l tbre despues de varios J.avado9, en e:'. sobrenac!;.1nte r:;ue -

r¡u<:?doba 3e mZ?db ~r:i dsns1.ded npt:!ca, ne ht:cl ·.n 'r'wPl.'~:J nuev~.s 

lavados y ri ca'."lc. une de lo·_ :.iubi·c:nadr.n'::e.; se le medb :.~: de.!J. 

sidod 6ptica. Originalments 3e penLr que ce 1ba a obtsner uG 

valor constante d~ ;.o. p~ro no sLI~8d:l.6 as!, ~ino quu el valor 

de ~.U iba aumentando graduslmente ~ partir d~l tero~~ tuba 

Coe toma o.a = O en donde no ,ny hemolisis) lo cual ae gxr:i­

ca debido a q!.la despu5s de var::.as lavados los eri 4:rocitoa _qu~ 

dan sensibles y son facilmente hemr:l1.zedo3 con el oolo mcnejo. 

FIGURA ¡¡ 1 

Sansibilillad da loo glo~ulos rojas cc;i respecto al numero 

de lavndos con iJ::JCl 0.9 % 

o.o 
o.~ 

º·"' 
0.1 

O.l. 

o.a 

1 s i\c. tll.l l::.vu;loo 
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. 3. 1'.jusb. ::."l r:n;yi 1~~ canc.:.:mtr;;c:ii5n da NeCl can el que se -

trabujcr 1a para lo cual se hizo mi curva estandar can diferen 

tes conc8ntracion~::; t!;. s.: luc16n sulina para obtener las le et,!;!, 

ras co ü.8. ~n el e5pectrofot6metra. 

Por ~o hac~r la descr1pc16n de cada peso se presenta el a1gu1eu 

te· resu~dn en la tabla Na. 1 

TABLJ, ti 1 

Tubo :i tr.l ml ml % 
% NaCl Susp. de Agua T Densidad 

globulaa. Des ionizada Optica d1luc16n 1:4 

1 0.1123 1 2 1.5 1 

2 0·.191 1 2 1.3 1 

3 0.27 1 2 1.5 1 

4 0.3487 1 2 1.5 1 

5 o.4275 1 2 2.0 1 

G 0.506 1 2 a.o 1 

7 0.5!35 1 2 íl2.0 0.086 

8 0.6537 1 2 97.0 D.013 

9 c.7425. 1 2 97.0 a.ou 

10 0.8212 1 2 97.0 0.013 

11 0.9 1 2 100.0 o.o Tes 
tigo. 
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.:mna ~.c., '.iL! 11._ ·lt':: :.'!3 ~ignif:.cc.:tiva en loo tuboe 6 y 7 por 

lu qu.:: ~,~r ,; u~t.C'nílr un valor gradual de O .o. que no:.; represen 

te una hem61isis gradual se deben tomar concentracioneo de 

NaCl q~e esten dentro de eae rango. 

La siguiente prueba se realiz6 dentro del rengo que nas daba 

una lectura gradual Ge o.o., la cual se rnueotra en la tabla 

iJo. 2 • 

TADLA ,:' 2 

~· NaCl ml de agua ml de sus-/U 

( 5 ml ) des ionizada pena16n de % T o.o eritrocitos 
dilucion 1 :4 

D.5Dé2 2 1 2.0 Mayor 

0.545 2 1 1a.5 0.733 

0.5535 2 1 17.5 0.757 

0.5692 2 1 42.0 0.377 

0.5805 2 1 60.5 O.Z185 

0.6007 2 1 75.0 D.125 

O.E165 2 1 38.5 0~0535 

0.6211 2 1 '32.0 0.0:?.6 

0.9 2 1 Testigo o.o 

S~ hicieron varias curvas est~ndar iguales a lea de la tabla No. 

2 pcrc se observo que los valores de o.a. e una misma caneen-

traci6n de ria:::l tenian variaciones muy grandeo, cuando las de-

de 1 



tubo 

1 

2 

3 
4 

s 
~ 

7 

" 

23 

nf. con~icioneo se mant~n1an constante=. 32 ~ens6 que este ~i-

tuaci6n podr1n deberse a qu~ el paqueta ~= eritrocitos quedaba 

unao v~ces m~s compacto que otrao, pbr lo que se propuso hacer 

una rliluci6n que fuera medible para que la concentraci6n de ext 

t=ocitos fuera con3tante. 

La diluci6n que se hac!n orig1nelmsnte quedaba muy concentrada 

por lo que al poner el tubo en el 2spectrofot6metro no dejaba 

pasar la luz y por lo tanto se obtenía una lectura equivocada 

de O % de T, lo cual no nos daba la indicaci6n necesaria~ En 

consecuencia se realizo una diluci6n mayor, tomando un numero 

arbitrario dentro del rango del eo~ectrofot~metro que fu~ de -

26.D ! 0.3 % T a ?50 nm. por lo que paré obtener esta lectura 

habla que diluir la sangre con soluci6n salina 0.9 % con agar 

al O.OB %. Por cada ml rtel paquete ya con?zcto se adicionaben 

aproximadamente 80 ml de la soluci6n de NaCl a.~ can agar al 

0.08%. De esta manera se realizaron nuev .¿, curvas est6ntlar en 

las cuales lao variaciones presentadas no ruaron tan grandes del!, 

tro de una misma concentrac16n de iiaCl. Los resultados oe mues-

tren en 18 tabla No. 3. 

TABLA fi 3 

% NaCl Agua ml de r.usp. c:rerentes cürvas eetand. 
(5 ml) deuion1za de C?rit::-oci 

da Cml) - tos • 26 ~~ T" e.o o.o o.o 
0.1+968 2 3 0.462 0.1!755 0.4111 

0.522 2 3 0.319 0.3925 0.377 
0.54?2 2 3 o.22s 0.225 0.21,4 

D.5724 2 3 0.161 u.155 D.1775 

0.597 2 3 0.041 0.108 0.0995 

0.5228 2 3 o.oos 0.041 D.004 

0.9 2 3 o.o a.o o.a 



24 

5.- Hasta esta momento, 1 ml del paquete do glabulos que fu~ la 

vado y centrifug~do ere diluido en aproximadnmente BO ml de so­

luc16n salina D.S ~ con ac~r al D.OB %. ¿sta soluc16n con agar, 

tcn!a la ventaja que los eritrocitos pod!cn trabajBrse sin mu-

cha cuidado y no habia hsmalisis en ellas, el ~roblema que exl..§_ 

t!a ahora er2 el man~ja d8 ~ota ;,uopensi6n ya que el agar ~~pa-

ba las pipetas y la medici6n de loo 3 ~l re esta ouspcnsión pe­

ra hacer la curva est~ndar no pod!o oer tan exacta o h3bia que 

repetir muchas veces lú miomn operac16n en los tubas hJsta que 

qucdtirn exacta. 

Se empez6 a trabajar con suna soluc16n salina menos concentrada 

en agar ( al D.04 % ) para na elimlnnr por completo lL ayude que 

proporcionaba el agar ~· result6 que: el munejo de la nu:;poncti6n 

de gl6bulos rojos fu~ ms~ sencilla, aunqu8 la protecci6n que -

tenfan los eritrocitos disminuy6, ahora hab!a que trabajürlos 

con m&s cuidado. 

Las curvas est~ndar qu2 se obtuvieron variando esta soluci~n s~ 

lino con agar no fuerori diferentes a las anteriores ya qu8 la 

O.O obtenida a una cancentraci6n de NaCl era similar al pro~e~io 

obtenido de la tabla No. 3. 

Como se mencion6 en 18 t~cnica inicial, la extracci6n de las -

saponin~s de la planta se lleva a cabo con etanol al 80 %. Se 

utilizan 2 ml de este 2xtracto pe.ra hacer la cuE.nti ~1cac16n de 

aaponim·:i. 

Hasta ahora, en la curva est5ndar se han ~ntroducldo ctJi t::i~o~ 

J.~. p::ir::ir.::.tr:.i:; ·1:;a::!!:'::i \'ª en 1:::. t~r.:nlcn par:::i 1:, cuantTri.~acl~n 

de sapanihr.~. 
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CJ. alcohol :.1 "'íl ~~ :1roveniélnte riel extroc~to nn ::m ha puesto pa­

~~ le realizucl6n de l~ curva est6ndar, en vez Me los 2 ral de 

Et8nol al ~J ~ u~udos en la t6cnica donde ae hace 13 cuantifica 

~i6n de saponinas se utilizaron 2 ml de egua desionizada. 

Lo. que s:: trata d·2 determinar ElS lo influencia que tiene el et!!_ 

nol al 80 ~ en la hem6lisis d8 los eritrocitos causada por les 

diferentes concentraciones de NaCl. 

De los resultados que se obtien8n se deduce el el alcohol tiene 

un efecto protector de las eritrocitos, ya que lu hem6liais to­

tal que se presenta en la ~urva cst~ndar utilizando 2 ml de agua 

desitlnizada proveniente del extracto, se presenta a une caneen-

troci6n de 0.5 % de NaC:l, mientras que u-Ulizando 2 ml de etanol 

al 80 % la hemolisis total se presenta al 0.4 % de NaCl. 

En la tabla No. 4 y table Na. 5 se muestran los resultadas obt~ 

TABLA # 4 

CURVA ESTANOAR UTILIZAl\IJO AGUA. 

(5 ml) ml de ml. susp er1-
% Nata agua trocitos 26 % T o.o 

0.4968 2 3 0.4?5~ 

0.522 2 3 0.3925 

0.5!+?2 2 3 0.226 

D.5?24 2 3 0.155 

D.:i9? 2 3 D.108 

D.G22:: 2 3 o.041 

0~9 2 3 o.aoa 
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( 5 ml ) ml de etanol ml .:íl suop de 
% NaGl al ['0 % eritrocitofJ ú.O 

ajust. 26 ;;. T 

0.11212 2 3 O .4et\S 

0.44G4 2 3 D.469 

0.4716 2 3 D.1126 

o.496ü 2 3 D.194 

0.522 2 3 0.119 

0.547 2 ] 0.122 

0.572 2 3 O.l!l97 

0.9 2 3 o.o 

Esto se hace a un tiempo constante de contacto de lo~ 2r1t=o-

citos con el NaCl da 38 min., ~entrifugando a 2000 rpm. duran­

te 15 min. 

7.- El siguiente punto a corregir fu~ el porcent•Jje dal disol­

vente que se utiliza para la cxtracc16n de una muesltra C.:e la9.!:! 

minoso llamada GUINOLO para lo cual se hizo lo siguiente: 

2 g da Guinclo ~s extrajeron su~ saponinas con 40 ml de 2tanDl 

al 3íl, 50 y ílO ~. se hirvi8ron e reflujo durante 3iJ ;1in. en un 

ap;:irato Gold-rish (Labr.011r:o) 1/ el :?xtractn 02 afor6 a 50 ml y 

se encont~~ lo :~GU~anta ( Tabl~ no. ·e ) 
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TABLA # G 

GUINOLC ¿, TF\iUDG CDiJ ETANOL AL 30 ;~ 

tubo D1luc16n r.il de rJoÓ m~ • de susp. 
1.26 ~ de n:ritracitos o.o 

1 ~:n i:Jilulr 5 3 0.222 

2 1:1 5 3 D.013 

3 1 :2 :. ., 
C.00~ ..; 

4 1': 4 5 3 n.om 

GUINDLO EXTRAIDO cor~ ETArJDL AL so ~ 
tubo Diluc16n ml ,'e PJaG::. ml. de susp. 

1 ...,,. , .. . '-.·.: ,~ de eritrocito:; .... • e 

1 Sir. diluir 3 3 0.319 

2 1:1 5 3 D.0116 

3 1:2 5 3 0.027 
' 

!, 1:4 5 3 0.027 

üUINOLO EXTRAIOD CON GANDL AL 80 % 

Tubo a1n diluir ml de t~aCl ml. de sus p. 

1.2::: % d2 .~ri trocitos o.o 

1 Sin ctilui'r 5 ;. 0.515!'. 

2 1:1 5 3 0.10íl 

J 1:2 5 3 0.0~2 

l. 1 :11 ' 5 3 C.027 ., 
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~es~n le~ c·in~roa unteri~res lE extracci6n ef ~6s eficiante con 

ct~nol al ~O ~ ya qu~ se ~ontlid~ra que entre ra§a saponina haya, 

ser5 mayor el gr~do de hem6lisis. 

'En las cond1cion~o en quG 58 trabaj6 se considera que los 3 ml 

de suspensi6n de globulos, rP.molizados totalmente d5n una lect.!:!, 

ro en el 2spectrafot6metro de D.4? a D.52 de o.o., as! que toma!!. 

do la diluci6n del extracto 1:1 en los tres tipos de extracc16n 

se v~ que en la extracci6n can etanol al 80 ~ el valor obtenido 

de o.o. ( 0.10~) es mayor que el obtenido en etanol el 30 y.50%. 

n. Una vez que se tiene la conccntraci6n ide"al del disolvente P!!,. 

ra extraer las eaponinas de una planta ('Etanol el 00 % ), se -

procedE a dete~minar el tiempo de extracci6n o sea el tiempo en 

~ue se hierve ~ reflujo la muestrn en el ~tannl al 80 % , para 

lo cual se hace lo siguiente:. 

A 2 a cte muestra ( Leguminosa Palo db Fierro ) se aAaden 40 ml 

de etanol al 80 % y se hierve a reflujo po·r 2 hra., se enf'rfa el 

extracto y s::: af'ara a 50 ml. Del extracto se toman 2 ml y se~.hl­

ccn diluciones. h cada tubo con la diluci6n se añ~~en 5 ml da 

N~Gl 1.25 % y J ml de la auspensi6n de gl6bu~o9 rojeo, se mez­

:;lan ouavemente y lll:! óijan en repose 3C ,.,~ri., ,fü centr~ ruaan éu­

rante 15 min. e 2000 rpm. y se lee el sobr~nadant2 a 540 nm, to­

mando como testigo un duplicedc de'eBta proceso sin añadir e ca­

da tubo 111 susp1rnsi6r1 de gl6bulos rojcu y en vez de eso anadlr 

J ml de agua d~sionizada. 

~ate proceso se repite verianrto 21 tiempo de extrecc16n y los re 

sultador obtenidos oe muestran en le table na. 7 
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TAJLA # 7 

:;,;;:r¿m,INACIDrJ DEL Tlt::i·!Pll OPTIHD DE EXTRU.CIOfl DE SAPONIN/.\S 

d1luc16n ml de NaCl ml. susp. 2hrs. e!. 3hrs. e.!!. lthrs. 8.!!, 6hra.e!. 2Dhre. 
1. 26 ?6 gl.6buln'3 tl'accifo tracci6n 1:racci6n tracc16n extrae. 

o.o o.a o.o. o.o. o.o 
. 

1:1 5 3 D.J23 0.523 IJ.538 OS~3 0.522 

1:2 ,. 3 0.509 0.532 0.523 0.523 D.523 

1: I+ 3 3 0.523 o.523 0.523 0.530 o. 53El 

1:e 5 3 0.523 0.523 D.5J~ 0.53S 

1:16 5 3 D.242íi o.rin2 o.~23 0.53: 

1:32 5 3 0.061 0,0995 0.111+ 0.1092 

1:61+ - 3 o.01a o.o5s 0.01+6 O.íJ46 

Nota: LBS lecturas superiores 0.5 o.o. corr~sponóen a hemolisis total. 

En la d1luc16n 1: 32, va no hoy cambio en o.o. a partir de lns 

I+ hr:::. 11e extracc16n, por lo que se propone que el tiempo .de e;;­

trocci6n para las seponinac contenldes en plantas sea preclsame!!. 

te de 4 hrs, de esta manera ae-.asegura que en es8 tiempo todas -

les eapaninos contenl~as en ptent~~ 30n extraidas. 

9. UnF.s vez que se ha obtenir!o el tier.1po el'! extracci6n s.~· ¡.iropone 

obtener el tiempo de contacto de los gl6bulos rojos con el Na~l 

pera que 1e lleve e cnbo le hemo11~is completa de los ar1troci­

to~ cr.n el NnCJ presente en el ~gu~ y de ese manera .poder medir 

l:i lie:r.6U.siB total pro 'u::'.:!:, prir las ~aponin::r::; de los extractn:1 

de 1:. J planta:: 



Tubo ll· NeCl 
% 

1 0.522 

2 0.522 

J o.522 

Blanca 0.9 

I prom 
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Le que ae hizo Fu~ lo siguiente: 

Se to111aron 5 ml de NaCl a una misma concentrac16n de NaCl y oe 

pusieron en un tubo de centrifuga, ee adicionaron 2 ml de etanol 

al 80 % y 3 ml de lo auspena16n de gl6bulos rojos, esta se llev6 

a cabo por triplicado, pare ea! obtener un pra11ed1a delJ11alar de 

densidad optice que produce la hem611sis de eritrocitos, se deJ! 

ron 30 minutos en contacto, se centrifugaron 15 minutos a 2000 

rpm y se ley6 el sobrenadante e 540 nm. De eata pruebe se hicieron 

otras a diferentes tiempos de contacto ( cada 30 minutos ). En la 

table # 8 ee 111Ueetren loa recultadaa obtenidos: 

TAOLA # 8 

o.o. A DIFERENTES TIEMPOS OE CONTACTO A ur~ MISMA COM::ENTRACION 
DE NeCl. 

ml Eta r.11 susp. JO• 60 1 1:301 2 hrs. 2:301 3 hre 
nol a~ Gl6bulos o.o o.a o.o o.o 1).0 o.a 

.... 

2 J D.066 0.1238 0.222 D.2448 0.2592 D.2965 

2 3 0.066 D.1032 0.1926 0.268 0.345 D.346 

2 3 0.071 0.0945 0.1905 0.281+ 0.357 0.367 

2 3 o.o o.o o.o o.o o.o o.o 
0.067 D.1071 0.2017 0~2656 0.3204 0.3365 

Cont. Table # 8 

Tubo 3:301 

o.o 

1 0.310 

2 0.3225 

J 0.2965 

Blanco 0.01 

I oram. O.J1) 
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Se Joca l:J .~r:svL:.ci~n estandar v sr: or.;fk. par;; var " ql!~ Urm-

po no hay ca~bia sion'ficativo. ~s ru~je ver un ,J graf!cn No. 1 

que n las ? : 3'J H·~'J., y:• r.o hay di f'·1 r2nc ia :; igntf l.cot i va ::m el ~'.:.! 

.;, de :1em6l1n!.~. 

II.c. Metodo Ajustado~-

Despu~s de hublr jcsc~ito le: variaci8n22 ~l m5todo in 1 c!ol, se 

?reo~nt~ n continuuci6n, ~l metoda ya ajucta~o, con la~ condicl2 

nei::l optimizadas. 

2 g de la planta secEda y molido finamante, eQn puestos en un -­

cartucho de celulosa ~ara axtracci6n de grasas, se hierve a rcflu 

jo con 40 ml de etanol al 20 ~ en un aparcta para extracci6n GOL~­

fISH ( Labcon=o ) durante 4 hro. ~l extracto se ufora a 50 w.1. 

- PrJpraci6n de los eritrocitos. 

10 ml de sangra se reciben en un matrez que contenga 1.5 nl d~ -

citrato trisÓdico como ~nticoagulante, la sangre es lavada con so 

luc16i1 Lle NaCl J.9 % (soluc!.6n isot6nica) y se centrifuga por tra:i 

veces de la misma forma. 

DeJpu~s del Ólt!mo l~vaca, s~ retira el sobrenadante y ~l paquc• 

te de eritrocitos se re:::uspende en saluci6n de i~ai::l 0.9 ~ con agar 

al o~o4 ~ e por cada ml del paquete de ~ritrocitca ya comp3ctc se 

adtclonan oproximadJ~ente SO ~1 de la soluci6n salina con Agar.) 

Se mEzclr: uuavementr~ y on una ccl.:!n ::L 10 x r "'r ,::.p:cial para 

;Jpr.ctrofci;6¡,;_,!t:·.:: ;,2 :.idic~cna le au:~.rnnsi~n :h! cri'.:'.l'ocitat.. y oe 

~ : : 'o c;u:? ;-·.i::t.--'.· :a "1l ~sr·~c~;rof-'~~ :et.:.''1 =i 750 nr:i (~ ipectrc 1nfr.~ 

~Ojo). ¿~ta :~ctur~ :Rb~ JCr de ~5.0 ! 0.5 N dy i~~nJ~it~nci~. in 

catlD de nn •Jer ns[ se ed1clona 1116::; 3oluc: tf.n salina con agar hasta 
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- Procedlmicnto p•~ra t1mntFicor las uapunirn:m presentes en loa 

cxtractoo. 

PREPAHACION DE LA CUt1VA E5TANOAR: 

i'1 6 tubos de ensaye, i:Je adiciona soluci6n de NaCl para obtener 

concentraciones de NaCl ciP.l orden de 0.496B, 0.522 1 0.5472, D.5724 1 

0~59?, 0.622D, 0.648 y 0.9, a obtener un total de 5 ml de estas 

solucione~ en cada tubo. Posteriormente se adicionan 2 ml de et~ 

nol al 60 %.y ce agita, despueo se adicionan 3 ml de la suspensi6n 

de globulos a~ustada. Se mezcla suavemente y ee deje en·repoao 

Jurante 2:30 hrs., dcepu6e de ese tie~po se centrifuga 15 min y 

se l~e la hemoglobina liberada en el espectrofot6metro a 540 nm 

(espectro visible). El tubo que contiene 0.9 % de NaGl se toma C.f!. 

"110 testigo. 

·cuantificaci6n de las seponinas contenidas en loe extra:tos: 

Se prepara una serie de diluciones con el extracto de la siguie.!l 

te manera: 

Se ponen 10 tubos o m6e que contengan 2 ml de etanol al 80 %. Al 

primer tubo se adicionan 2 ml del ~xtracto óe sa¡:iontnes y se me,!_ 

el:;; bi~n, se tnlll 2 ml de este pr!rn2r tu':lo \1 se ¡J3SEn ::1 ;:!o. tubo 

que contia;v: ~;;mbi~n 2 ml dr. etanol ¡:il no " se 'Jgit~ bi~n V se "'• 
toman nuevamr.nta 2 ml de esta 22. dlluci6n y ~e pa~an :1 3r.r.tubo 

y as! sucesivamnte como se muestra en l~ figura. 

/'"\, /""\ n n /') /~ /"~ n .0 .f""\ /'),, 

a.~l-· o n íl o o o r·~ o o n···- .. .._.. , .. ··-~ 1 ....... . 

. . . ) . •11\· 

C!Ab" TU.O t.OÑT'tl NI~ :&. "'1 b• •oh.,"'°\ 
~\ eo•J. 
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lina vez h:::chaP lns dllucian12:; :.;e ~'finr1r':i 5 , ~ da 1: :;oluci6n oall_ 

nu 1.2G % y 3 ml ~e la ~uopan~16n ~e gl6hulo: rojos ajustc~n~ a 

26.0 ~ O.S ~ ~e tr3nsmitencir, se agite su~v~m2nte y se deja re­

posar 1urante 2:30 hrn, ge centrt•uga rlc~pu's de eue tieMpo e --

2DOr rpm cura~~~ 15 mln v se :ee el ~de tr~nsmi~nncia ~n ~l e~­

pectroFot6~ctro ,~ 340 nn. 
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Para demostrar que ~1 m&todo Func\ona con c~alquier tipo da plan-

ta que contenga oaponinas, ya sea en grandes o pequ~ílas cant1da-

dz:; 1 se utilizaron 12 plantas y frutoi.;, loa cua~es fci:.:ron secados 
g 

a 50 e 'J molidos· :· tnamentc;. 

Las muestran utillzadsu ~n eute estudio SE refieren a cantlnuaci6n 

en la tabla 1Jo. · 9 

TA3Lfl. 11 9 

NOHCRE DE LAS PLANTAS UTILI4AOJ'.\3 

Nombre com6n 

Semilla de Parata 

Diblple 

;:.lfalfa 

aarbasco 

Leg. de Pta. ~scandido 

Yucca 

é'iauto 

tlaguey Pulquero 

Retama 

3ulnze 

Tornat.i llo 

Jnya 

Nombre cient{flco 

Enterolobium Cyclocarpu~ 

Senna Occldentalis L. 

Medicago ~ative 

Dloscorea Composita 

Senna Reticulata Willd 

Vucca Glorioca 

Lysiloma Oivericata 

Agave Atrovirens 

Sen11a l·lul tiglanduloso 

Phaseolus Lunotus L 

Phy~alis Ixocarpa 

Glicinc Nsx 

C,n eBtnn planta~ 02 llcv6 a cabo lu ~xperlment3c16n del m~to1o 

prcpu~~·t;o nntr:rio::·:11~nte 
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Para ctwnt i ficar el contenido· de saponinas de la muestra se ut i-

:1~~ :1 eopcctrofct6r.i8trG 1 aparotn cuyo rundamento y manera como 

fur.c~on:: se ~xpHca a cnntinuaci6n: 

¿~ principio l:J~sico r:!e lm; r.i~todos da ebsorci6n consfate en CD,!! 

parar el gra~o de absorci6n o transnitan~la de la energ!a radian 

te a una lr.ngltud de onda particular con una soluci6n del mate­

rial a cuantificar y una serie de solucionas patr6n. 

La selecci6n de 1~ longitui de onda se hace de tal manera que el 

aterial que interese cuantificar ebsorba la luz 2 dich_a longitud 

:e ando, por lo que la absorni~n sufrir~ un efecto m!nimo por -

ºparte de la3 sustancias de interferencia. 

La absorhanci~ es linealmente proporcional a la concentraci6n del 

constituyente absorbente. 

El espectrofot6metro funciona haciendo incidir diferentes frecue.!l 

cías de radiaci6n sobre un prisma, que las dispursa, produciendo 

el espectro de las longitudes de anua. Al 3~r seleccioneco uno 

longitud de onde determinada, la radiaci6n disperse incide sobre 

una superficie qu.e tiene una rendija que solo dnja pasar sobre la 

muestre le banda de emisHln desea~!a. 

La muestra absorbe una porc16n de la luz y al resto que no es ak 

sorbico incide ~obre un detector, zn ~on~8 s~ tr~n~~~r"'a en uno 

aeñol electrice qu~ se manda a un amplificador. 

La abso=bancie depende de le longitud de onda de le rediaci6n y 

de la naturaleza del material absorbente. 

~a longitud de onda o la que se presento una absorbencia maxime 

depende de la energte involucrada en una determinada trensici6n 

electr6nica. 
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I II 1. RESUL T 1-1LOS 

Los reaultados obtenidos de la experimentac16n 3~ sintetizan en 

doo cuadros I y II , los cuales presentan, el primara, 6 curvas 

est5ndar obtenidas aegOn el.~~todo prepuesto~ que fuoron ajus­

te:das a una linea recta, despu~a dP. un analis1s de l'egresi6n, ~n 

un ~je 1e ccordenadaa que representa en las ordenadao el 1 de 

NaCl y en la~ abscisas la densidad 6ptica, donde se obuerv6 que 

1nvariableme;it2 lao curvas reaul'.:::in"tea nran lineales 

Para hacer el ajuote de ~sas 6 aurvas aet~ndar, se ut1liz6 la e• 

cuaci6n de la recta·y= mX + b 

y• Valor de las abscisas ( O.O.) 

m= Pendiente 

X= Valor an lr . .;; ordenzdou ( ¡¿ rla r.JaCl ) 

b• Intercepto 

Loa resultadas de los 6 curvas est~ndar que ne muestran en el 

cuadro I ya ajuat adus, noc id.rven para trazar la cul'va quB a::; .. 

muetitra en la figura no~ 2 y que es el resultado del valor pro­

medie da eaaa cur11as est.6nciar can au r:wpe:tlva dsav1ac16n t!at~.!!, 

dar. 

En .:!l cuadro ¡¡ se presenta la densidad 6pUca a ..'.~.':'~rentes dil~ 

cienes originada por la hc::n61iaia que pro::lucen Ls sup'.minas i::o.!l 

tenidas en laa muestras. 

EI hecho de qu:.: laa curvlla esdnuar r:asultanteo d;! la ex¡rn:dme.o. 

toci~.1 fU!:r:;n lin..:u!.es v ::¡u:! ~1'1 ,.'.1C:l.e":'a obt~r .'!r :'~ ei:t as curv~·.i 
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Dentro deJ. r-.:ii.;·1 d~1 NaCl e¡uc 3C? trebeja µ:.;r::i hacer una curv:: e~ 

t~;;jsr, GE! vr: ql'':? i::r.;1 o.~5 ;.. J.:? fl::lCl ( 0.54?2 ~C.55 ), r.e obti~ 

n~ un V8lor medio de densidad 6pticn Jentro del rangc del eepec­

trof6toh<etro, por lo que se toma este va!or como la unidad de 

hem61isis, ~~ Jecir, so va establecer que 0.55 % de NaCl equive• 

len a una Unidad do Hem6lisis ( U.H. ) 

nabienda c~finido la unidad arbitraria, se interpola en le curva 

la densidaJ t;tica obtenido d~ las muestras problema, tomando el 

¡;¡rimel' punto é!e densidE>ri 6pt1ca que pueda oer interpolado dentro 

d~ la curva ~~~~ndar promedio. En la figure no. 3 se mueatra un 

ejemplo. 

Una vez ~1eche le interpolac16n se obtiene un velar de % de NaCl 

producido por la muestra problem~ y al s~ defini6 que: 

0.55 % de NaC:l equivalen o 1 U.H 

X ( Valor obtenido V 
de la gdfica ) 

E~ta ~s una ragla de tres inversa debido a le curva que se pre­

senta en la gr~fica. 

Las unidades de hem6lisls as{ obtenidas Be multiplican por la 

d!luci6n correspondiente de la mueotra. De est~ manera ea obti.2_ 

rien las Unidades de Her.-.61'.sis producidas por el extracto probl!!, 

me a er.a d1luci6n. 

Ahora sala basta referir las Unidades de Hem611eis a los grames 

de la plentn que se eetan utilizando para esta cuantificeci~n. 

De loo 2 g de nueotra o~i~inelee se llevaron o un aforo de 50 ml 

y da eso3 50 ;:.l, solo fueren utilizados 2 tnl para hacer les di-

lucion~s. Est~ sz va a representar como oigue v noe indica la 
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cantidad de mueotr~ que realmente utilizc en le ~et~r~inaci6n • 

., g de muaatra '- 5J ml 
V g de ":":Uestra ¡, 2 rnl 

V (Unidades do 0.08 g 
her.10llsis ) 

z 1.0 g 

Z = Unidades de 
Hcm611s!s / g de muestra 

Para evitar los paeoa anteriores, se presenta a continuaoi6n una 

formula para calcular las Unidades da hem61isia por gramo de r,1ucs 

tra. 

Unidades de 
hem6lisis / g de 

Unidnd de aforo orig~.nal 
muestra = Hem6lisin X 01luci6n X de la muestra 

% NaCl (Valor in- x g de x Alicuo 
terpalada) muestra ta -

Unidades de O.SS X 01luci6n ~ 50 ml 
hem611s1a / g de muestra = ---------------

% de NaBl X 2 g X 2 m! 
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III • .:;.RESULT:.:cs Er~ UN:i:!::f,::JE5 ui HEMOLHiIS OOTCJICC3 DE: LAS PLANTAS. 

N:imbre 

Lo· rasul~cdos on Un!~a~e8 dE Hern611ais ohten11os de plantas y 

frutoc, as! cono de Jos dlfcrenteo saponin63 se muestran en le 

tabliii no.9 

TABLA No. 9 

CONCENTfl?',CION DE ·SAPONINAS EN 12 PLANTAS UTILIZADAS PARA PROBAR 
EL Mt:TOLJO 

Valor de O.O. para Valor interpolado u.H / g de 

·. 

com6n interpolar en la % NaC::l muestra. 
curvo 

Porota 0.3325 D.50688 108.5 

::.lslple o. 3135 c. ',30~2 57.2 

Alfalfe 0.1196 0.60456 727.8 

Bei·basco 0.248 0.544613 6462.5 

Leg. de Pto 
escondida 0.3903 0.47916 3673.D 

Vucca 0.2824 0.52956 13284.0 

Mauto 0.31113 D.511!46 ess.3 

:·iaquq• 
Pulquaro 0.372 D.4El924 14339.6 

Retama o.395n 0.47538 462.7 

Guinze 0.1692 0.582118 94.4 

Tomatillo 0.361 D.49302 1794 .9 

::ioye 0.3881 0.411(j('. 14615.5 

Se ponina 
csterold~ D.1926 o.:.69Ba 61767.l 

Sspon~no 
Tri terpenohle 0.2SDlf o. 52704 133576.0 
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IV. r:·IS!'.:llSiílN 

:., el :re¡¡a:it.c rnétcrk se r:jtm 1;,~.,.cin lcJ-:- r.ondir:::l o:v.,- rJr: e:lg1.111:..:i v.:;, 

~~-~~ec ~on ~l r!n 1r hacer un m~ta~o m~s 3plicab!e A difarentes 

tiros de 3aponinas, a conti~uaci6n se hac~ ou d!scu916n. 

1 ~ EJ. rn::c:. de anticor-.gulantes en vez de 'l.a deafibrinacHin de los 

g16bulo3 rojod con perlas de vidrio que se utilizan en el m~todo 

oriQinal (21) mejora considerablemente los re~ultados de m&todos 

que emplean l?.Jte sbtmna, yo qti1;1 sr; evita tanto l:i coagul.aci6n 

~nmo la hem6li:i~ de los gl6buloa por efecto de la agitaci6n. 

2. ~n los lavados que se hacian e la sangre para eliminar la he­

moglobina libre, se observ6 que despu&s del tercer lavado, em­

pezaba a aumentar la hemoglobina libre. La explicaci6n que se dl6 

a estr. fen6meno, fu~ que los l:!rHroci tos Sf! hacian m~s sensibles 

y se romp1an m~s facilmente debido el excesivo manejo y centrifu­

gac16n de estos. Por eatos motivos se propusieron tres lavados P,2. 

ra elim!nar le hemoglobina libre, ya que en el tercer levado el 

sobrenadante se observe turbio e incoloro. 

3. Para ajustar el rango de concentraci6n de NaCl el que era rec.2. 

mendable trab:jar, se exper1ment6 a diferentes concentraciones y 

:e tomaron aquellas que dieran un<:. bctur .. gr"'Ju:::l i:!n ;;::_ ·2;;¡:it:cL~ 

fot6metro, lo que indicaba que los eritrocitos se 1ban·hemol1zan­

do poco a poco por les diferentes concentracior.es de riacl. El ra.n. 

go de ccncentraci6n de NaCl en que se trabaj6 fu~ aproximar!amente 

de 0.5 a D.65 porciento. Como se obsarva, Es~e ranga ru~ muy pe­

quef\o por lo que r!ebfo cu.idarse de hacer lar.; ~eclicionee con exa,E. 

titus de ceda una de las soluciones que ee agregaban. 
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I¡ • Une j 1 ~.os pasos m6~ hportantea del proceso ueguldo, Fu~ eJ 

ajusta de 1-· suspens16n de er i trae l. tos (25.C + 0.5 % de tram1-.. 
rdtonci<.J ) íl ?':30 nm. ~·a que sin esto: ;iju:;;te sa ·hubieran obten!-

do lecturn~ en el 8J~ectrafot6metro co~pletE~ente diferentes a 

una misma concentrac16n de NaCl 1e un gxperimeDto a otrti. Con 

es".: e ajuste ª'~ ''Jbtuva :'upli:::~ ~::id ~r. lo' resultadas co:i pacú d.:~ 

viac16n, :Jeb! dos n que el matE:rial bi~16gicc c1n e' r¡ue e:e treb!_ 

ja puede presentar d1vur.'3aa variacion:is ralecirina::las pr1nc1palmn.IJ. 

te con las condiciones F!sicas d~l animal, lo.cual repercute en 

la sensibilidad de los eritrocitos. 

5. Se considera que la aoluci6n de NeCl can egar al 0.04 % qu~ se 

ut111z6 para la diluc16n da la sangre e~ la n§s adecuado, ya que 

puede medirse 1::. cant1:1ad necesaria de esta soluc16n para sll uso 

y ad::im6s sirve CC!mo "cclch:m" para evitar ls ham611ais cte eritr.2, 

citos con el manejo. 

6. Era muy 1mµcrtant~ que todas las v~rieb~es que tuviere la pri 

~arac16n de la curva est6n~n= estuviaran involucradas tambi~n en 

le prepuraci6n de la mUlll!ltra:p~rli:-1a r:11:11Ufic2c16n ria :iaponlnas 

V viceversa. 

:1~~~izi • etenol al 80 % para la prep&rac!6n ~e la curva, ya que 

32 observ6 un eºecto pratactcr del etznol en la hem611s1s ~e lJS 

.:ritrocltos. 

7. No se probaron dif,:r·mte.:i u::lventE?:i deb.~.~u i.! qu.~ C?! c-1alvrmt2 

ut'!.Eza:'.J par·~ '"xtraer i_as Jeponinos :'.~ la p!.::;it.a di6 raoulbdos 

ocu~tubl~a. ~· ~~ consi~cr~ na~esa~•- ~acer ~tras pruebas v~ que 

:in \/arios t::abí:ljr' :;::m:mltó;ld::..: se :..:•-·1:.4r.b::! ett.in!Jl p;;1"$ hacer la 
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cxtr:;::ci6n de soponlnaa·, por lci ::¡ue este trabc;jo solo se pro-

t~o qu~ donde ~ab!a ~ayor concentrac16n de ccmpueetoa hemol!t,! 

c~E era ~tanda le planta se p~n!a a reflujo can etanol al 80 %. 

8. Otro e3pecto muy importante tomado en cuenta pare llegar al 

:n~todo final, ru~ el tiempo de contacto de los aritrocitos con 

las ae~on1naa de las muestras o a su vez con las diferentes COJl 

centracion~s de NeCl. Se lleg6 a la conclue16n de que 2:~0 hre. 

~re el ti8mpo necesario para que se produjera toda la hemolJsie 

dE los erit~ocitos, causada ya seo por lea saponinas o por lea 

~1ferentes con=entraciongs de Na~l. 

No ob!':tcn!:e lE'::: ventsj::is -!esc::-Uan antar,.ormentc del m~todo pr.2. 

puesto en eate t::'abajo, es importante señalar que no fu~ posi­

blc 3ncontrar un~ c8rr~laci6n entre les diluciG~es y los incr~ 

mé'ntos de densidad 6ptica como puede verse en al 'cuadro no.· 2 

qu~ p:rmitierc 3n ur. momento dacio ubtener e: re&ul~ado final -

car. =ualquier d1luci6n. Le expl1caci6n que se d~ a eeto es que 

posiblemente el hecho de estar trabajando con estructures com­

plejas como son loe eritrocitos, el comportamiento de estos freJl 

te a un factor he~ol!tico como son las sspon1n6s no sea e! mis-

m".' que pr.de,;10:; o~t::mer l'rent::? a co11¡:;u:::;':;c1.. .:¡:.;!; .. '.ce;;, por e .. tc.: 

raz~n se .::;;cid16 da raenere arbitraria establacer que se utili­

zcr!a :!empre par~ el calculo el· primer dato de densidad 6pt,! 

ca que entrara en la curve. 
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~l m~to~o propueetr es ~til porque oe puede dlf=Pan~ior el 

can~~~ldo je ~~~cn!nas ~~ l~a dtf~rent~s plont~s y rte·~~tJr 

pequeAas cantidades ~t JBpan1~3s en ellas. 

~a un ~~to~o fgcll je re~~o~uc!r, r6pijo para llevar~e ~ -

cabe y qu~ nJ requiere du equipo especl~lizadc. 

~l ha~ho de quu se bese 8ote m~toco en la hem611c1a que es 

carncterlstlco principal ~e los aapnnlnas, no jEscarta l~ 

posib111Jad ~ue 3n alg~n· mpteriel vegetal pueda encontra~ae 

otro ccmpuEsto ~ue prcdusca ~Llm6lisie y que ne se trzte de 

Japonlnas, aunque est3& son las m~s nbu~donte~ y conc~!das 

con ~sta propiedad. 
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Tubo Canccntrscitlr 

de NBCl. 

1 0.4968 

2 0.522 

3 0.5472 

'• 0.5721¡ 

5 O.'i97 

6· IJ.EiZ28 

7 O.Ge.B 

8 0.9 

ml de 

lJi.TOS PARA 6 CURl/AS í:;:STIWOAH oari::r:wos EN l.A t:XPEi1IMtWi.'1(;lQN 

( Ci.JRl/AS AJU::IT.;OAS ;~ t.;NA 1.INf:A RECTA ) 

ml de susp. I II III II/ V VI 
etanol BO% de gl6bulcs o.o o.o o.o o.o o.e o.o 

2 ) 0.34íl 0.)?J9 0.3298 O.JJSlt 0.3187 0.3966 

2 J 0.2859 0.3109 0.278!) 0.2841 0.2800 o .:29tl 

2 3 0.2438 0.24?9 0.2280 0.2297 o.2it12 . 0.262':? 

2 J 0.11?17 0.1850 0.1771 0.17!i4 D.2025 0.19G1 

2 3 0.14CiS . 0.1235 (').1274 0.1224 0.1647 0.1308 

~ 3 D.OB?t; 0.0591 0.0752 0.0668 0.1251 O.GG24 
-

2 3 0.0355 0.0038 C.0243 0.0124 0.0863 O.OC11!1 

2 3 o.o o.o n.o o.o o.o o.o 
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vd9V1aci6n 
X' ::itariiil'!' 

O.J5Ct'l 0.02 

!1.2965 n.c1 
0.24:;:::: c.c1 

0.1B"79 c.01 

a.1='+'=' !"" .LJ1 

º·º' a.02 

o.o~., 0.02 

o.o o.o 



;>.;:rtHDF.D Of'TIC.:\ )~ 1.f.3 i.JUE.:lTRAS ANAi.IZADAS /\ Oift;REPlfES t.ILUCICNES 

rubo Cllu 11 C:i z::u:.~i.: • ··aroto DL:·ip.le mratfa W<Jr!li3~ L.?;¡. de Vucc':', '1•utc llagUI!\ Aeta::i¡¡ Gulnza Toma &::::yu ~apcnl !:lapond. 
c~~n :.·11:il "llob~ CD pta. as Pulqu! til!o na ¡a¡;":' trtt.e': .. ,, ..... ! ·1: c:m.:::or. ~t::rol- pene!: • 1.t:,.v re • 

µt?. dil. 

1 1:1 5 :? n.so9 Int'..'rfe H.T 
rencla7 

H.T H.T H.T H.T H.T H.T H.T H.T H.T H.T H.T 

color.• 

!! !:2 - 3 0.535 • H.T H.T H.T 11. T H.T H.T H.T H.T H.T 11. T 1:.T M.T 

3 :4 ~ '.!' o.~2:? D.385 H.T H.T :1. T H.T H.T H.T H.T 0.501' H.T H.T H•T H.T -
4 • i- 5 ~ C.1~2 e .1~:;i. :1. 7 H.T H.T H.T J.li91 H.T a.5:: C! • "G'=' H.T H.T H.T :-1.r 

. 
s • ~r: "' ! 0.01¡1 0.!;3'3 H.T H.T :·:.T H.T r,.~150 H.T 0.!'!'9 O~OílE. H.T H.T H.T ¡: • T 
~ 

-~:'! ;; .. C.036 O.li35 a·.r.525 H.T· D.51q~ H.T n.1:31, H.T a.~'?S~ !J.l'l~C C1.SC H.T H.T H.T 
J 

., 1; ::1. s .. o .::JI¡ 1 - o. "113". H.T o.~;o~: 0.51? :l.311 H.T o.2~sa O.Ct+35 o.1ioi: H.T H.T M.T -
"' 1: 12! ~ 3 - - 0.0':'7 o. :.35 J).5015 :J.4SJ - 11.T 0.23!;2 - 0.361 O.~?.I 0.432 c.~35 -
9 1 :2!!: ~ -=J - - 0.041 0.21·1? ü.:903 0.1.11 - .50'J - - D.285 o.~:;~ 0.19Z o. '."·27 

"º '!: ~.1• ,.. 
3 ·' - - - 0.07t "' - o.2a21 - G.3?2 - - 0.::!11i 0.31l! ::?.1196 0.11155 

11 1 :1:2!. 3 - - - 1),0113'3 - - - r.~9~ - - - D ,:37( n.11ss D.29011 

1::: 1~:JI( 5 3 ' - - - - - - - 0.191. - - - 0.:!7 - -
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