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OFBEJ BT 1T VIONS

l.- Determinar la presencia y concentracién de sa-
poninas y taninos en un nimero de plantas silves-—

tres mexicanas,

2.~ Determinar la actividad antibiética que poseen

las mismas plantas.



<

INTRODUCECTON

Nuestro mundo se sumerge cada vez mds en la eterna pesa
dilla que significa la desnutricién. Ella es causada por un
nGmero de circunstancias que se inter-relacionan mutuamente,

tales como:

a) La explosién demogréfica.

b) La mala distribucidn de la riqueza y de los recursos
naturales.

c) El raguitico apoyo econdémico que reciben la agricul-

tura y la ganaderia de los paises subdesarrollados.

Como los alimentos de buena calidad nutricional son de
origen animal y est@n al alcance de solo unos ;uéntos debido
a su elevado costo, se ha pensado en la posibilidad de que
existan vegetales que puedan sustituirlos. Para seleccionar

los, se toman en cuenta los siguientes pardmetros:

a) Disponibilidad.
b) Cantidad y calidad de la proteina.

c) Porcentaje de digestibilidad.



Sin embargo, existen factores tdxicos que son capaces ,
de impedir el maximo aprovechamiento del material o de alte-
rar el metabolismo del que los ingiere, y a cuya presencia
no se ha dado sufiente importancia (1), Entre estas subs-
tancias est&n: las hemaglutininas, los inhibidores de trip-
sina, los glucdsidos ciandégenicos, las saponinas, los tani-
nos y compuestos polifendlicos en general, etc.
~ Saponinas y taninos, que son los que se estudian en es-

te trabajo, disminuyen la absorcidn de compuestos como: la

vitamina B (23, 24) y compuestos nitrogenados (29, 33).

12
Impiden la accidén de enzimas (10) y/o deprimen el apetito.
Por otro lado, se ha visto que algunas saponinas y cier
tos polifenoles actdan como antibiéticos (19, 46, 47).
Saponinas y polifenoles se localizan en muchas plantas
alimenficias o en forrajes como: espinacas, betabel, espirra
gos, castafias de la India, soya (1), nopales, hojas de té

(5); sorgo (45), alfalfa (1), tréboles (3) y otros forrajes

(4) -



GENERALIDADES

Existen plantas gque tienen un papel importante en la
dieta de amplios sectores de la poblacién mundial o que se
utilizan en la alimentacidén de animales. Sin embargo, su con
sumo generalmente se ve limitado por la presencia de facto-
res tdéxicos. Hay otras, que son silvestres y tienen una bue
na proporcidén de compuestos protéicos y/o energéticos, pero
con todo ello, no son comestibles. Esto se debe a la difi-
cultad de eliminar las substancias téxicas, sin alterar a los
demds componentes, O porgue no se sabe exactamente cuales son
éstas, para asi atacarlas.

De entre las substancias téxicas mencionadas en el capi
tulo anterior, se hace una ligera revisidén de las gie a este

trabajo interesan:

a) Saponinas
b) Compuestos polifendlicos

c) Taninos

SAPONINAS

Son glucdsicos en los cuales una cadena de azlicares es-



t4 unida a una aglicona o sapogenina.

R-0OH + HO-X &—— R—OX+H20
AZUCAR + SAPOGENINA SAPONINA + AGUA

La aglicona o sapogenina puede ser alcohol o fenol.

Clasificacién y distribucidn.
De acuerdo con la estructura que tehga la aglicona, las
saponinas se clasifican en:
a) Esteroidales, (C27)°— Son las més comunes. Son solu
bles en alcohol.
b) Triterpenoides, (C3q).- Los carbohidratos que las
constituyen son: hexosas principalmente, D-glucosa
y D-galactosa; pentosas, D- y L-arabinosa y D-xilo-
sa; metilpentosas, L-ramnosa; y acidos urénicos, D-ga

lacturdnico y D-glucurdnico. Son solubles en agua.

Saponinas esteroidales.
Se encuentran en familias de monocotileddéneas, particu-
larmente Dioscoredceas y Lilidceas., Son importantes por su

relacidén con las hormonas sexuales.

Saponinas triterpenoides.

Son raras en monocotileddéneas, pero abundantes en las



dicotiledbéneas: Caryophyllaceae, Sapindaceae, Polygalaceae,

Sapotaceae.

Las saponinas se encuentran ampliamente distribuidas en
el reino vegetal (en hojas, raices, tallos y flores) y hasta
la fecha se han identificado al menos 400 especies, pertene-
ciendo a mas de 80 familias diferentes.

Entre las plantas comunes que contienen saponinas se in
cluyen: espinacas, betabel, esparragos, soya y alfalfa (1).
Tambidn en tréboles (2,3) y otros forrajes (4), Estudios rea
lizados por Hein, 1959, citado por Liener, demuestran que la
distribucién y contenido en las plantas depende de la tempe-
ratura del medio ambiente y por lo tanto, de la estacién.

También se han encontrado saponinas en el veneno de las
serpientes, en las estrellas de mar y en el pepinillo de mar

(6).

Caracteristicas.

Entre las propiedades que caracterizan a estos compues-
tos estdn: sabor amargo, forman espuma en soluciones acuosas,
hemolizan eritrocitos, son muy téxicos para los peces y anfi
bios y forman compuestos con el colesterol y otros hidroxies
teroides. Existe una gran variacidn, si se comparan saponi-

nas de diferente fuente. Asi, las saponinas de la soya no



forman complejos con el colesterol y otras como las de una va
riedad de trébol no son téxicas hacia los peces y no hemoli-
zan (6). También se ha de tener muy en cuenta que en una mis
ma planta pueden encontrarse varios tipos de saponinas y por
ende, cada una de ellas poseerd propiedades caracteristicas o
potencias diferentes, aunque compartan una misma accién,

Las propiedades lipofilicas e hidrofilicas de las sapo-
ninas, su actividad de superficie y la habilidad de emigrar
en medios diferentes, asi como la propiedad de combinarse con
esteroles, estan determinadas por la combinacidén entre sapoge
ninas y carbohidratos en la molécula.

Puesto que la mayoria de las caracterizaciones de las sa
poninas se han hecho en extractos crudos, mads gque en un mate
rial puro, es posible que ciertas propiedades que son atribui
das a una saponina, sean debidas a materiales acompafiantes.
Por lo tanto, las propiedades que antes se citaron y que se
usan comﬁnmente para identificarlas y caracterizarlas, solo

deben ser indicadores.

Posible funcién que desempefan.
Nord y Van Atta (7), vieron que las saponinas son capa-
ces de inhibir la germinacién de las semillas. Por su parte,

Mishustin y Pedersen, et al (6), observaron que la saponina



de la alfalfa inhibe la germinacién de las semillas de algo-
dén y de lechuga.

Como algunas saponinas inhiben el crecimiento de ciertos
microorganismos y protozoarios patdgenos, se piensa que cons
tituyen uno de los mecanismos de defensa de las plantas.

Es posible que las saponinas sean material de reserva.
Esto explicaria su presencia en las partes reproductoras de
ciertas plantas como: el arbol Joshua, Yuca brevifolia (semi

llas) y otras especies de Yuca y Agave.

Significancia nutricional.

Varias propiedades antinutricionales y fisioldgicas se
han atribuido a las saponinas. Inhiben el crecimiento de po
llos, deprimen la produccién de huevo, causan flatulencia en
rumiantes (8), etc.

Schaible (9), vid que en la dieta para pollos, la alfal
fa debe constituir del 2 - 5%, ya que concentraciones mds al
tas inhibirian la ganancia de peso, El factor responsable de
esto, son las saponinas.

Las saponinas de la soya son descompuestas por la micro
flora intestinal (ciego) de pollos, rétas y ratones.

Las saponinas y sapogeninas de soya no son absorbidés Y

por lo tanto, no pasan a la corriente sanguinea.



Sollmann (6), encontrd que la désis letal de algunas sa
poninas es menor de 100 mg./Kg. de peso, pero la muerte es
causada por la inflamacién del aparato digestivo, mds que por
la absorcién y accién sistemdtica de la saponina.

Se ha observado que las saponinas de la alfalfa y de la
soya inhiben a ciertas enzimas, como por ejemplo: la alfa-qui
motripsina, las proteasas del Tribolium y la colinesterasa,
Esta inhibicidn es no-especifica y se ve suprimida por la

presencia de cualquier otra substancia protéica (10).

Hembélisis.

La menbrana celular de los eritrocitos estd constituida
por esteroles, fosfolipidos y proteinas. E. Schlbsser (11),
observd que quince saponinas y seis sapogeninas formaron
complejos con el colesterol, pero no con lecitina ni con al-
bdmina. Esto implica que el punto de atague en la hemélisis
con saponinas, es el colesterol de la membrana de los eritro
citos.

Schmidt-Thome (12), estudiando esta reaccién, encontrd
gue se necesita una minima cantidad de saponinas que rodeen
a la membrana para gue se produzca la hemélisis. Este cien-

tifico, explicd que las moléculas de saponina se unen al co-
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lesterol, dando lugar a la formacién de canales en la membra
na y/o desnaturalizacién.

La velocidad de hembélisis varia marcadamente con dife- '
rentes saponinas. A su vez con una saponina dada, la velo-
cidad de la reaccién serd diferente, dependiendo de la clase
de eritrocito a probar, obteniéndose un valor menor con el
de humano y mayor con el de ccrdero.

De acuerdo con lo anterior, el gue una saponina sea in-
capaz de hemolizar implicard que carece o tiene menos afini-
dad por el colesterol. Por otro lado, el hecho de que una
planta tenga substancias hemoliticas, no prueba que contenga
saponinas. Sin embargo, Jocs y Ruyssen (13), afirman que no
todas las saponinas hemoliticas forman colesteroides. Esto
es verdadero para las saponinas &cidas o triterpenoides.

M&s recientemente, Gestetner (14), utilizando saponinas
de alfalfa y diferentes esteroles, comprobd que la capacidad
hemolitica y antimicrobiana que presentan estos glucésidos
es el resultado de la interaccidn que tienen con el coleste-
rol de las membranas.

Shany (8), demostrd que las saponinas de la raiz de la
alfalfa son agentes hemoliticos mds fuertes y mds tdxicos a
Tribolium castaneum (larva) que las del resto de la planta.

Ahora bien, comparando la actividad hemolitica con otras
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propiedades, se han obtenido diversos resultados. Algunos
investigadores no han encontrado relacién entre la actividad
hemolftica, la dosis letal en ratones y el efecto inflamato-
rio que algunas saponinas presentan. Lindahl, también repoxr
£ la no correlacidén entre hemdlisis y otros efectos fisiold
gicos de las saponinas de la alfalfa (6). No obstante, Awe,
et al y Vacek, et al (13), demostraron que hay correlacién
entre produccidn de espuma, tensién superficial, actividad
hemolitica y toxicidad.

Gestetner (16), demostrd que la toxi&idad de las saponi
nas es debida principalmente a la fraccién de saponina, cuya
aglicona estd constituida por &cido medicagénico y que su ac
cién-puede ser inhibida por colesterol y beta-sitosterol. Es
to se explica por la habilidad de los esteroles para formar

compuestos insolubles en agua con las saponinas.

Usos o

Se les utiliza en la elaboracién de bebidas suaves, cer
vezas, shampoos, jabones y extinguidores de fuego. También
se usan para bajar la tensién superficial de emulsiones foto
graficas.

Las que se hallan en los tubérculos de varias especies

de Dioscorea, son fuentes importantes de materia prima para
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la sintesis de hormonas (progesterona y cortisona) y otros

productos esteroides.

COMPUESTOS POLIFENOLICOS.

Propiedades.
Los radicales fendlicos al igual que los alcohdlicos
son el sitio de formacién de puentes de hidrégeno. Asi, es-
te tipo de uniones determina el comportamiento, tanto fisi-
co, como quimico de estas substancias. Son solubles en agua.
Eqrmap”qqmplejoswggn”los metales, en especial con el fierro
y el aluminio, dando coloraciones oscuras. Esta propiedad
se utiliza para identificarlos. La estabilidad de los comple
jos estd en funcidn de la estructura de los grupos involucra
dos; asi, los formados con o-dihidroxicarbonilos, son mas es
tables que aquellos en los que participan o-difenoles. Por
ello, los quelatos formados por fierro y flavonoles tienen
mayor estabilidad que los constituidos por fierro y fenoles.
Muchas substancias fenblicas se encuentran en las plan-
tas en forma de glucdsidos. El contenido total de flavonoi-
des de varios frutos citricos se incrementa con la maduracidén
y por otro lado, el sabor amargo producido por taninos, dis-

minuye.
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minuye.

Agpién como inhibidores.

Se ha visto que inhiben enzimas pectoliticas y celuloli
ticas, pero sus productos de oxidacién son generalmente mas
activos., Por lo tanto, todo aquello que estimula oxidasas y
peroxidasas, incrementa la inhibiciénu Este es un mecanismo
de defensa que las plantas utilizan para inactivar exoenzi-
mas de microorganismos patdgenos (18).

Muchas plantas contienen compuestos polifendlicos de va
rios tipos y su presencia frecuentemente se ha asociado con
la resistencia a ciertas enfermedades. Estas suposiciones,
se basan en la correlacidén gue existe entre el obscurecimien
to (originado por la oxidacidn de compuestos polifendlicos)
y la resistencia a la infeccidén. Por ejemplo, Byrde (19), de
mostrd que las manzanas tratadas con glutatién no se obscure

cen y son sensibles a las esporas de Sclerotinia fructigeria.

Dormancia.

El hecho de que las semillas ya maduras, sean latentes
a la germinacidn cuando estdn dentro del fruto, en el que la
temperatura es ideal, el oxigeno no es limitante y pareceria
que estuvieran rodeadas de agua, solamente se puede explicar

en términos de Inhibicidn Osmdética o de Factores Inhibidores.
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Entre los inhibidores quimicos se encuentran los siguien
tes: cloruro de sodio, donadores de complejos de cianuro, &
cidos orgénicos, substancias donadoras de amonio, lactonas ig
saturadas (especialmente cumarina), aldehidos, aceites esen-
ciales, alcaloides y compuestos polifendélicos. Estas substan
cias pueden estar no solo en las semillas, sino en las hojas,
raices y otras partes de la planta. Todas ellas juegan un
importante papel ecoldgico al inhibir la germinacién de semi

llas en la vecindad de la planta madre.

Clasificacién.

i.- Fenoles simples.- Derivados de los &cidos hidroxi-
benzdico e hidroxicindmico. Incluye flavonoles y
flavonoides deactivados.

II.- Flavonas no tdnicas.- Mondémeros de antocianina, ca-
tequinas y leucoantocianinas.

III.- Taninos condensados o no hidrolizables .- Polimeros
y copolimeros de catequinas y leucoantocianinas,

iv.— Taninos hidrolizables.- Poliésteres de un azlcar o
alcohol polihidrico y un &cido fendlico o carboxili

co (generalmente gdlico o eldgico).

Dado el interés de este trabajo, se hablard s8lo de Ta-

ninos.
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TANINOS.

Propiedades.
El término "tanino" suele usarse como sindénimo de &cido

ténico,.

~> Los taninos, en cuanto a estructura constituyen un gru-
po heterdgeneo de compuestos que comparten propiedades bien
definidas, ademds de las que ya poseen por presentar radica-
les fenblicos. Sus pesos moleculares varian de 500 - 3000, °
Tienen habilidad para precipitar alcaloides. Se combinan
con proteinas, celulasas y pectinas. Su astringencia carac-
teristica es causada por la precipitacién de las glucoprotei

nas de la saliva, lo que reduce su propiedad lubricante.

Taninos no hidrolizables (tipo no éster).

sContienen nicleos polifendlicos unidos entre si por en-
laces C-C 6 C-O-C, El 4cido eldgico es constituyente de nu
merosos taninos. Algunos pertenecen al grupo de catequinas
que se pueden representar por la L-epicatequina y por la ca-

| tequina del té.

oH
Ho O\ H <?;§}~ou
M:—
W, =8
Hwo

L-epicatequina
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Taninos hidrqlizables (tipo éster).

Por saponificacién producen dcido gdlico y en algunos
casos el azficar es glucosa. E. Fischer, vi6é que el componen
te caracteristico es el &cido digdlico.

b
N O~ (SN
©

no I )
oH
OH @oﬁ
RODC X

Acido digdlico

Se emplean en la fabricacidn de tintas y en la aplica-
cidn de ciertos colorantes bdsicos al algoddén. Los tejidos
impregnados con tanino, se tratan con tartrato de antimonio,

que fija el polioxidcido a la fibra.

Distribucién.

> Se encuentran ampliamente distribuidos entre los vegeta
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—3les. Se les halla en las familias: Rosaceae, Leguminosae,
Mirtaceae, Geraniaceae, Castaneaceae y Rubiaceaef/Todas son
fanerdgamas. Las Cruciferas y Papaverdceas estdn totalmente
desprovistas de taninos. Las plantas lefiosas y los érganos
subterrineos de las Herbdceas vivaces son generalmente ricos
en taninos.

Oser (20), vidé que las nueces del Quercus de mayor con-
tenido en taninos, son las de mayo a septiembre., Parece ser
que se acumulan en ciertos Sérganos durante el desarrollo de
la planta y que su concentracién decrece con el porcentaje de
humedad.

Estudios realizados por Bbzidar (18), en alfalfa de di-
ferentes edades y en diferentes estaciones del afio, sobre el
contenido de polifenoles, indican que a mayor edad, baja el
nivel de taninos en toda la planta (de 3.05 - 2.47%); que en
las hojas existen en una mayor proporcién que en el tallo; y

que la cantidad total de taninos baja a lo largo del afio:

de 2.09 - 1.66% en el tallo
de 3,57 - 3.19% en hojas y

de 2.97 - 2.38% en la planta completa
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Posible funcién que tienen en la planta.

a) Proteccidn
b) Reserva
c) Desecho vegetal

d) Crombégeno respiratorio

Interaccidén con proteinas.

En la célula, los taninos generalmente se encuentran a-
sociados a vacuolas, protegiendo al protoplasto de la deseca
cidn, putrefaccién y destruccién por microorganismos. Esto
explica el que se acumulen en células situadas cerca de heri
das o infecciones (21).

’%> La propiedad de los taninos de combinarse con proteinas
y otros polimeros es importante, por la inhibicién enzimdtica
que producen. Loomis y Battaille (22) indican que en estas

reacciones se involucran tres tipos de enlaces quimicos:

~> [ a) Puente de hidrdgeno del radical fendlico con: -NH,
-CO, —-OH.

b) Enlaces idnicos formados por gl grupo aniénico del
tanino (fenoles ionizados o carboxilos) y el catiéni
co de las proteinas como el épsilon-amino de la lisi

na,
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é) Enlaces covalentes formados por la unién entre quino
nas (que pueden ser parte del compuesto td@nico o ser
producto de la oxidacidén de éste) y los grupos reac-

tivos de proteinas u otros polimeros.

Aspectos nutricionales relacionados con los taninos.
En esta parte se hace una revisién de los trabajos rea-
lizados por varios autores con respecto al tema.

— Debido a que los taninos precipitan a las proteinas, el
valor biolégico del alimento consumido, disminuye en el trac
to intestinal.

—>carrera (23, 24), encontrd que el &cido tdnico adminis-
trado oralmente a ratas, disminuye la absorcién de vitamina
B;,, como consecuencia de la formacidén en el estémago e in-
testino de un complejo entre el té&nico, vitamina B12 y glu-
coproteinas. Esto, reduce la cantidad de vitamina libre y
por lo tanto, baja el coeficiente digestivo de utilizacidén
de ella.

—> Peaslee (25), observé que los ratones jévenes (de 7.0 -
11.3 g.) son mds susceptibles a los efectos de la alimenta-
cién con &cido té&nico en concentraciones de 5 - 8% en la die
ta. Y como la inhibicidén del aumento de peso fué acompafiada

de hiperactividad de la MSH (hormona estimulante de los mela
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nocitos) de la pituitaria, concluye que el tanino actda posi
blemente a nivel de hipotdlamo. Glick y Joslyn (26), obtu-
vieron los mismos resultados.

_> Haciendo estudios comparativos del efecto que tienen di
ferentes fenoles sobre el crecimiento de pollos, Rayudu (27),
demostrd que el &cido ténico lo inhibe en mayor proporcidén
que el &cido gdlico; no asi, Joslyn (28), reportd que el gé-
lico al 5% en una dieta para ratas, causa mayor depresidén
en la ganancia de peso, que el tédnico en la misma concentra-
cién, no obstante que éste dltimo presenta un mayor Indice de
mortalidad.

Rayudu observd que el dcido ténico causa higado graso
en mayor proporcidn que el gdlico. Glick y Joslyn no estén
de acuerdo con esto (26).

Glick y Joslyn (29), encontraron que las ratas alimenta
das con taninos y otros compuestos fendlicos excretan mds ni
trégeno fecal que los controles. Ademds, hicieron las si-
guientes observaciones:

a) A mayor concentracién de ténico, corresponde un PER

mds bajo y por lo tanto, mayor cantidad de N, fecal
serd excretado y el crecimiento se deprime. (30, 31,
32)

b) Otro factor que tiene el mismo efecto sobre el desa-



21

rrollo, es la baja ingesta ocasionada por el sabor,
astringente que el tanino imparte a la dieta.

Con respecto a esto, el mismo investigador (28), demos-
tré que al aumentar la concentracién de &cido ténico, gdlico
o D-catequina, la ingesta decrece proporcionalmente. Asi,
cuando alguno de estos compuestos fenblicos estd al 6% en la
dieta, se registra el 60% de consumo con respecto al control.

S La deficiencia de tiamina, uno de los problemas nutricio

nales en Tailandia, se ha relacionado con el hébito de beber
té y masticar hojas fermentadas de té. Hilker (33), indica
que los taninos pueden ser los responsables de tal deficien-
cia debido a la alta concentracién en que aparecen en esta
planta (1 - 30%) (34). Kositawattanakul, et al (35), vieron
que el &cido ascérbico previene la modificacién de la tiami-
na por el &cido ténico y la respuesta es mejor cuando la con
centracidén de ascbdrbico se incrementa. Por otro lado, pare-
ce que la forma oxidada del tanino es el verdadero inhibidor.
«i}Tamir y Alumot (18), encontraron que los taninos aisla-
dos de las semillas verdes de algarrobo inhiben significati-
vamente a las enzimas: tripsina, lipasa y alfa-amilasa.
Armstrong, et al (36) y Cummings y Axtell (37), observa

ron que los pollos alimentados con sorgo "resistente a los pa

jaros", exento de pericarpio, crecieron mas rapido que aque-
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llos que consumieron el grano entero.

West (38) al emplear sorgos de alto contenido en taninos
encontrd que el efecto reductor del crecimiento en pollos no
es causado por la baja palatabilidad. Peterson (39), observd
ingestas menores cuando utilizd sorgos "pajareros", es decir,

"resistentes a los padjaros", como alimento.

Correccidn del efecto téxico.

Varios trabajos han seflalado la completa o parcial eli-
minacién de los efectos del &cido t&nico con diversas suple-
mentaciones. Potter y Fuller (40) y Rayudu (27), al estu-
diar el efecto del &cido tdnico en raciones para pollos de
engorda, encontraron que el producto de la hidrélisis del‘té
nico es el &cido gdlico, el cual es excretado. Al mismo ti-
empo, vieron que la adicién de grupos metilo provenientes de
mationina y colina, tienden a hidrolizar los taninos. Chang
y Fuller (30), han reportado que suplementaciones con colina
v metionina a dietas para pollos, eliminan completamente la
inhibicién del crecimiento, producida por los taninos presen
tes en el grano de sorgo. Mientras tanto, Connor, et 2l (32),
dicen que los donadores de metilos no eliminan completamente
el efecto depresor. Cummings y Axtell (37), obtuvieron bue-

nos resultados al suplementar dietas de sorgo "pajarero" con
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lisina. Lease y Mitchell (37), encontraron que al aumentar
la cantidad de proteina y hierro en dietas para ratas, dismi
nuye la toxicidad del &cido ténico presente. A resultados si
milares llegaron Armstrong, et al (41) cuando incrementaron
el nivel de proteina y metionina en dietas para aves. Ellos
mismos afirma que la polivinilpirrolidona adicionada a las
dietas que contienen taninos, mejora el desarrollo de las aves

Manson, et al (42), reportd que el contenido de taninos
en sorgo, disminuye con el ensilado.

Stephenson, et al (43) y Talmadge, et al (44), estén de
acuerdo en gque la coloracién de la cubierta del sorgo no es
un indicador del verdadero valor nutritivo que puede tener es

te grano.

ANTIBIOTICOS

Propiedades.

El término antibidtico se aplica usualmente a substan-
cias orgénicas que matan o inhiben el crecimiento de ciertos
microorganismos, como bacterias, hongos o protozoarios.

Cuando se habla de antibiético, se da por hecho que son
substancias altamente activas, aln en concentraciones muy ba

jas y su accibn es especifica hacia diferentes microorganis-



24

mos. Sin embargo, la actividad y la especificidad son relati
vas y es extremadamente diffcil, en muchos casos, decidir si
una substancia reportada en la literatura deberia ser llamada
antibidtico, en lugar de antiséptico o desinfectante.

El estudio sistemdtico de plantas superiores con el o§
jeto de descubrir antibidticos en sus tejidos, es de origen
relativamente reciente., Sin embargo, estas investigaciones,
inspiradas generalmente por el deseo de encontrar nuevas subg
tancias tdxicas a microorganismos patdgenos, siguié natural-
mente de la vieja préctica de usar plantas y extractos de és

tas como farmacos para curar enfermedades humanas.

RELACION ENTRE SAPONINAS, TANINOS Y EFECTO ANTIBIOTICO

Como se ha venido mencionando anteriormente, existen ta
ninos y saponinas que inhiben el crecimiento de microorganis
mos. Esto podrfa dar lugar a una interpretacién equivoca sg
bre el efecto antibibtico observado en algunas plantas, cuan
do éste fuera la consecuencia de altas concentraciones de uno
de estos dos compuestos.

Enseguida se hace una revisién de algunos trabajos rea-

lizados al respecto.

Efecto antibidético de saponinas.
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Bruno Wolters (46, 47), encontrd que la lanatonina y la
parillina tenfan efecto antifiingico, causando un 100% de inhi
bicidn de Sclerotinia fructicola, Claviceps purpirea, Tricho-
tecium roseum, Piricularia oryzae, Polyporus versicoloxr y Fo-
mes oficinalis. La gracillina y la dioscina inhibieron en
un 100% el crecimiento de Sclerotinia fructicola y Claviceps
purpirea, pero aceleraron el de la Alternaria solani. Todos
estos inhibidores son esteroides. Polistictus es inhibido
completamente por saponinas esteroidales, pero solo debilmen
te por las triterpenoides. Se observd el efecto contrario
con respecto a Coniéfora y Aspergilus. La accidn fungistéti
ca de varias especies, se observé a concentraciones a menudo

bajas en relacién con el contenido real de saponina.

Efecto antibibtico de compuestos polifendlicos.

Se ha sugerido que los polifenoles reducen la actividad
de las enzimas pectoliticas y en esta forma contribuyen a la
resistencia del huésped. Entre las substancias gue tienen
esta accidn, se encuentra el &cido clorogénico., Se ha demos
trado que ciertas variedades de papa que son resistentes a
Streptomices scabies, Phytophtora infestans y Verticillium
alboatrum, tienen mis altas concentraciones de 4cido clorogé

nico que aquellas variedades susceptibles.
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Boakye-Yiadom y G. H. Konning (48), encontraron que de
las plantas de la familia Connaraceae de Ghana, solo cuatro
poseen actividad antimicrobiana y ellas son: Brysocarpus
coccineus, Cnestis ferruginea, Jaundea pinnata y Manotes lon
giflora.

Sus extractos resultaron poseer amplio espectro de acti
vidad, ya que inhibieron tanto bacterias gram positivas, co-
mo gram negativas. Observaron que hay una mayor cantidad de
substancias activas en la raiz que en el tallo, y en éste
que en las hojas.

Jurd, et al (49), estudiando las propiedades antimicro-
bianas de diversas cumarinas y sus derivados, encontraron que
la dafnetina (Ia) inhibe completamente el crecimiento de cua
tro bacterias gram positivo y cinco gram negativo, sin alte-

rar el de levaduras y hongos.

Ho A 0., © “5¢"‘=f\\/o\//o
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La actividad de la aesculetina (IIa) fué similar al de

la dafnetina, es decir, inhibié fuertemente a una bacteria
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gram positivo y a dos especies gram negativo, pero no afectd
el crecimiento de hongos. Dafnetina, aesculetina y sus deri
vados activos metilicos (Ia, IIc, vIIb) fueron efectivos solo
a concentraciones de 250 - 500 ppm y a un rango de pH de 4 a

7.

N =2 20
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?m ® o Z

III
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La dafnetina, la 7,8-dihidroxicumarina (Ta) y su iséme
ro, asi como la aesculetina y la 6, 7-dihidroxicumarina (Iza),
se encuentran libres en las especies de Euforbia y Fraxinus.
Trazas de scopoletin (IIIa) se encuentran en tejidos de plan
tas sanas de la familia solanacea, como por ejemplo: tabaco
y papa. Sin embargo, su concentracién se incrementa signiﬁ;
cativamente alrededor de las lesiones causadas por cierto vi
rus.

En 19562, Grebus et al (mencionado por L. Jurd) vieron
que la dafnetina es activa contra Staphylococcus aureus y Es
cherichia coli, en una concentracién de 200 ppm y contra P.

aeruginosa en 500 ppm. Ademis, no inhibe a Bacilo subtilis.



PARTE EXPERIMENTAL

1.- MATERIALES

1.1 Muestras empleadas
—> las plantas que se utilizaron para este estudio proceden de
diferentes regiones de la Republica y la mayoria son legumino-
sas.

En la tabla N2 1 se mencionan las muestras en las que se
realizé la prueba cualitativa para saponinas.
Se determinaron taninos y poder antibidtico en las muestras

que se presentaron saponinas y también en aquellas que interesa

ban porque prometian ser buenas fuentes de alimentos.

(1.2 Preparacién de las muestras.

\
Las muestras se molieron en un molino Arthur H. Thomas C.O.

"a 60 mallas.

Se extrajo la grasa de aquellas muestras que contienen mas

del 17%.

2.- METODOS

2.1 Determinacidén de saponinas

2.1.1 cualitativa (Prueba de Espuma) .



TABLA 1

NOMBRE COMUN

NOMBRE CIENTIFICO

Acacia
Jinicuil
Alampepe
Algarrobo
Alverjén
Arbol de pan
Barbasco

Capomo
* *

* %
Cebollin

* *
Cedrillo
Chupabaya

* *

Cornezuelo

* %
botil
castellano
colén
colorado de suelo
de la vega
del monte
de vara
escumite
ives
negro de enredo
negro de suelo
patashete
Frijol patashte
¥Frijol pataste
Guapinolo
Guézumo
Guinolo

Frijol
Frijol
Frijol
Frijol
Frijol
Frijol
Frijol
Frijol
Frijol
Frijol
Frijol
Frijol

Delonix regia

Inga Spe.

Entada scadens
Acacia pennatula
Canavalia ensiformis
Arectocarpus altilis
Dioscorea Sp.
Brosimum alicastrum
Cassia fruticosa
Cassia tora
Tigridia pavonia
Caesalpinia glabra
Guarea excelsa
Mucuna argyrophylla
Cocoluba barbadensis
Acacia cornigera
Crotolaria vitellina

Phaseolus
Phaseolus
Phaseolus
Phaseolus
Phaseolus
Phaseolus
Phaseolus
Phaseolus
Phaseolus
Phaseolus
Phaseolus
Phaseolus
Phaseolus
Theobroma

coccineus
vulgaris
vulgaris
vulgaris
vulgaris
lunatus
vulgaris
acutifolius
vulgaris
vulgaris
vulgaris
lunatus
vulgaris
bicolor

Hymeneae courbaril

Ulmifolia

sterculiaceae

Acacia coelliacantha



Huizache
Hule
Maguacata

_sMaiz

Mezguite
Nescafé
Orejuelo
Pajulul

Palo de gusano
Palo fierro
Parota

Pata de vaca
Saca manteca
Tecolixtle
Tepeguaje

* *

Acacia farnesiana
Castilla elastica '
Pithecellobium flexicaule
Zea mays
Prosopis juliflora
Stizolobium cinerium
Cymbopetalum penduliflorum
Protium copal

*
Pithecellobium undulatum
Enterolobium cyclocarpum
Bauhinia purpurea
Solanum verbascifolium
Hampea nutricia
Lysiloma acapulsensis
Tovarice diffusa

* Se desconoce el nombre cientifico

* * Se desconoce el nombre comin
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Material
Balanza analitica

Vortex-Genie

Fundamento
Como las saponinas tienen la particularidad de disminuir
la tensidén superficial, la formacidén de espuma en soluciones

acuosas se utiliza para detectar su presencia.

Procedimiento

Se coloca 0.1 g. de muestra molida (malla 60) en un tubo de
ensayo. Se adicionan 5 ml. de agua y se agita durante un minuto
en un Vortex a la maxima velocidad posible. A los 15 minutos de

reposo se observa la altura de la espuma y se mide.

2.1.2 cCcuantitativa
El método utilizado aqui es una modificacidén del de Monroe

E. wall (17).

Material
Espectrofotometro Coleman Jr.
Balanza analitica
Centrifuga

Vortex-Genie
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Reactivos

*Sol. Patrén de Saponina triterpenoide (400 ug/ml. en eta-
nol al 80%)

Sol. de cloruro de sodio 0.9% en agua (Sol. salina)
Suspensién de eritrocitos 1:4 en solucién salina

cloruro de sodio 0.9% con 0.08% de agar

Etanol al 80%

* (Este reactivo fue adquirido en la casa Sigma Chemical Co.
st. Louis Mo. U.S.A., Y se utilizé como patrén de comparacién en

vista de que no fue posible conseguir otro de mas alta pureza).

Fundamento

Las saponinas triterpenoides tienen la propiedad de unirse
al colesterol que rodea a los eritrocitos, disminuyendo la ten-
sién superficial de la membrana y provocando como consecuencia
su ruptura. Como el glébulo contiene hemoglobina, ésta queda
en libertad y pasa a disolverse en el 1iquido en el que estaban
suspendidos los eritrocitos. ILa hemoglobina por ser de color

rojo absorbe a 540 nm.

Preparacién de los extractos
De 2 a 3 g. de muestra se hierven a reflujo con aproximada
mente 20 ml. de etanol, agitando durante 25 minutos. Se enfria

la mezcla, se filtra cuantitativamente, se lava el residuo y se
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afora a 25 ml. utilizando el mismo disolvente.
De cada extracto asyY obtenido, se utilizan 0.4 ml. como
maximo. Los extractos usados se diluyen o concentran para ha-

cer la determinacidn.

Preparacién de eritrocitos.

10 ml. de sangre (en este caso se utilizdé sangre de conejo
por la facilidad de obtenerla) se agita con perlas de vidrio con
el objeto de desfibrinarla. Se hace lo mas cuidadosamente pqsé
ble para que no se hemolice demasiado. Enseguida, se adicionan
10 ml. de solucidn salina y se centrifuga a 2000 rpm. y a 18°C
Se decanta el 1liguido sobrenadante. El paquete de eritrocitos
obtenido se resuspende en solucidén salina y se centrifuga nue-
vamente. Este proceso se repite hasta que el sobrenadante esté
claro, lo que indica que ya no hay hemoglobina libre. Con el
paquete, se hace una dilucidn 1:4 utilizando solucién salina

con agar.

Procedimiento.
1.- Se colocan 0.2 ml. de la suspensién de glébulos en un
tubo de ensayo, sin que resbalen por las paredes.
2.- Se adicionan 5 ml. de solucidén salina a cada tubo.
3.- Se afiaden volimenes de etanol que van de 0.00ml. a
0.40 ml. de acuerdo a la cantidad de extracto problema

que se utilice. La suma de ambas alicuotas debe ser
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igual a 0.40 ml.

Se adicionan los problemas. El volumen que se utilice,
sera aquel cuya hembélisis se localiza en el centro de
la curva estandar. Esto quiere decir, que antes de la
determinacién propiamente dicha, se hardn pruebas tenta
tivas para decidir si se concentra o se diluye el ex-

tracto original.

5.- Una vez que se adicionaron los extractos, se agitan

rapidamente y se dejan reposar por 10 min. a temperatu
ra ambiente. Es importante hacer notar que el tiempo
de agitacién debe ser igual para todos los tubos, ya
que es un factor decisivo para el rompimiénto de las
células.

Se centrifugan los tubos y el sobrenadante se lee a
540 nm. contra el blanco para obtener A. Se hace un
duplicado de cada muestra.

Debido a que la mayoria de los extractos presentan co-
lor, es conveniente restar su absorcién de la corres-
pondiente a la hemoglobina. Para ello, se procede co-
mo en la parte anterior, pero omitiendo los eritroci-
tos y adicionando agua en su lugar. Se lee contra
agua para obtener B.

como: D.O. de la hemoglobina libre = A - B

La D. 0. resultante se interpola en la curva estandar
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correspondiente.

curva estandar de saponinas.

Se procede de la misma forma que para los extractos, soélo
que sustituyendo estos por la solucidn patrdén. Se trabaja en
un rango de 40 - 60 ug. (0.1 - 0.4 ml.). Estd por demds decir
que las condiciones para la curva y probelmas deben ser exacta-
mente iguales.
2.2)Determinacidén cuantitativa de Taninos

Se utilizd el método de Price y Butler (45).

Material.
= g 0 .« 2
Bafio maria con agitacion
centrifuga

Espectrofotdmetro Coleman Jr.

Reactivos.
sol. de cloruro de sodio 0.2 M.
Cloruro férrico 0.1 M. en &cido clorhidrico 0.1 N.
Ferricianuro de potasio 0.08 M

*Sol. de acido t@nico (20 ug/ml.)

* (Este reactivo fue adquirido en la casa Merck de México,

S.A ).
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Fundamento.

Esta prueba se basa en la reduccién del ién férrico a idn
ferroso, por taninos y polifenoles, seguida de la formacién de
un complejo de ferrocianuro-ferroso, conocido como azul de

Prusia.

Extraccién de taninos y polifenoles.
50 mg. de muestra se agitan con agua durante 20 min. a
temperatura ambiente. Se afora a 50 ml. para después centrifu-

gar. Se guarda el extracto en congelacion.

Extraccién de polifenoles no taénicos.
Se procede como en el punto anterior pero sustituyento el
agua por una solucién de cloruro de sodio 0.2 M. para precipitar

taninos.

Procedimiento. .

1.- En tubos de ensayo se colocan de 1 - 2 ml. de extracto
acuosoy/ En ocasiones se deberdn hacer diluciones pre-
vias.

2.- Se adiciona agua, de tal manera que el volumen de ésta,
sumado con el anterior den S.ml. en total.

3.- A cada tubo se le adicionan 0.3 ml. de FeClg .

4.- Se agita y se agregan 0.3 ml. de KjFe(CN)g.

5.- Se agitan y al cabo de 10 min. se leen a 720 nm. contra
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un blanco que ha estado en idénticas condiciones. Las

lecturas se hacen en un lapso maximo de 10 min., debi-

do

.s5e

6.- Se

ra

7.~ Se

no

a que después aparece un precipitado. Cada muestra
trabaja por duplicado.

interpola esta absorbancia en la curva estandar pa-
obtener los microgramos de polifenoles totales.
repite la determinacién empleando el extracto sali-

para obtener la concentracién de polifenoles no

ténicos.

8.- De

la sustraccién de las dos lecturas se obtienen los

microgramos de taninos de cada muestra.

Curva estandar de acido tanico.

Se procede de la misma manera utilizando de 0 a 24 ug. de

dcido tanico en cada tubo.

2.3 Determinacién de Actividad Antibidtica.

El método para Penicilina y Bacitracina son de la FDA

(50, 51) y para Tricomicina es una variacién del CFR (52).

Material.

Bafio de agitacidn

Centrifuga

Cilindros

Autoclave
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Parrilla

Estufa incubadora

Reactivos.
Buffer de fosfatos al 1%, pH 6
Mezcla de dimetilsulfdéxido-metanol-agua (2:3:5)
Medio Bacto-Penassay Seed agar B 263 DIFCO
Medio Bacto-Penassay Base agar B 270 DIFCO
Estandar de Bacitracina (63.2 U/mg.)
Estandar de Penicilina (1613 U/mg.)
Estandar de Tricomicina (9195 U/mg.)
Medios N2 1 y N= 2
caldo glucosado
Etanol
Sarcina subflava ATCC7468
Sacharomyces cereviceae

Staphylococcus aureus

A continuacién se da la composicién de los Medios 1 y 2,
asi como del caldo Glucosado, los cuales se preparan de acuerdo

a las instrucciones del manual DIFCO (53).

Medio N2 1
10.0 g. de peptona

5.0 g. de extracto de levadura (0127-01)



2.5 O
10.0 g.
10.0 g.
25.0 g.

El agua

Medio N2 2
20.0 g.
SL0Ng -
1.5 d0
20.0 g.

El agua

caldo Glucos
20.0 g.
1.0 g.

El agua

Fundamento.

Cuando
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de extracto de carne (0126-02)
de cloruro de sodio

de dextrosa

de agar

necesaria para hacer un litro

de dextrosa

de Bacto-peptona (0118-01)

de extracto de levadura (0127-01)
de agar

necesaria para obtener un litro

ado
de dextrosa
de extracto de levadura (0127-01)

necesaria para hacer un litro

una solucidén de antibidético se hace difundir a tra-

vés de un medio inoculado con el microorganismo susceptible ade

cuado, dara

lugar a un halo de inhibicidn, que serd proporcio-

nal a la concentracién de la solucidn.



Preparacidén de los extractos.

La muestra de 1 g. se agita durante 5 min. con 5 ml. de
buffer de fosfatos y otro gramo con 5 ml. de mezcla de DMS-
METOH-AGUA.

Se centrifugan en frio y el liquido sobrenadante se atili-
za para colocarlo en cilingros de Oxford el mismo dia de su pre

paracién.

Microorganismos de prueba.
Sarcina subflava para bacitracina
Staphylococcus aureus para penicilina

Sacharomyces cereviceae para tricomicina

Preparacidn del inéculo para la determinacién de penicilina y
bacitracina.

la resiembra del microorganismo correspondiente se prepara
con medio Seed agar, inclinado, 24 horas antes de la determina-
cién. Se incuba a una temperatura de 35 - 37°C y después de
16 a 24 hrs. se suspenden las células en 5 ml. de agua estéril.
De esta suspensién se hacen diluciones para obtener una de
1:100 (v/v). A cada 30 ml. de medio Seed agar a 48 - 50°c, se
adicionan 1.5 ml. de indculo. De este medio inoculado, se colo

can 4 ml. en cajas de Petri que ya tendran 21 ml. de medio Base
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agar gelificado.

Preparacién del indculo para la determinacién de tricomicina.

Se resiembra el microorganismo en tubos con medio N< 1 in-
clinado, 24 horas antes de la determinacién. Se incuba por 16 -
24 horas. a una temperatura de 35 - 37°C. Transcurrido este
tiempo, se colocan unas azadas en 10 ml. de caldo glucosado y
se deja fermentar a la misma tempratura durante 3 -6 hrs. A
cada 30 ml. de medio N2 1 a 50°C, se adicionan 2.5 ml. de caldo
fermentado. Por ultimo, en cajas de Petri que contengan 21 ml.
de medio N2 2 estéril y sblido, se colocan 4 ml. del medio

inoculado.

Procedimiento.

El procedimiento seguido en los tres casos es el mismo.

1.- Se preparan cinco placas con cada microorganismo para
la curva estandar correspondiente y cinco por cada pro
blema.

2.~ Una vez colocados los cilindros y las soluciones como
se ilustra en la figura N2 1, se incuban las placas a
35 - 37°, durante 16 a 24 horas.

3.- Después de este tiempo, se mide el halo de inhibicidn

resultante.



Sty = Diémetro del halo en mm.

(s3] - )

Figura N2 1

curvas estdndar de antibidtico.
El rango de concentraciones para cada antibidtico es:
Bacitracina: de 0.1 U/ml. é 0.5 U/ml.
Penicilina: de 0.05 U/ml. a 0.60 U/ml.

Tricomicina: de 0.2 U/ml. a 0.7 U/ml.

cilculos.

con la siguiente formula estadistica (54) se obtiene

curva de regresidn:

la

42
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3sty + 25t, + Sty - Stg
5 = Ry

3St5 + ZSt4 + St3 - Stl _
5 5

ILa curva estandar se traza uniendo ST1 con ST5

cdlculos.

a) cuando el valor promedio del St'_ es mayor que el valor

3
promedio del St3:
5, St 3 - St3 = X
diametro
problema - x = A *(didmetro que se interpola en la

curva de regresidn)
b) Cuando el valor promedio del St'3 es menor que el de
St3 :
St - 8t' = x
3

problema + x = A *
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RESULTADO S

En la Tabla No. 3 se muestran los resultados totales de
este estudio. En la primera columna aparece el nimero que ca
da planta tiene de acuerdo a la Tabla No. 2 y en la segunda,
se indica la parte utilizada para el analisis. En esta colum
na, la palabra "completa" significa: vaina con semilla; "semi
11a", implica la semilla entera Yy noiscara" indica la cubier-
ta de la propia semilla.(ﬂi“;”ﬁ

La tercera columna da el resultado del andlisis cualita-
tivo para saponinas. La columna que sigue, corresponde a la
concentracién de saponinas. La cuarta columna indica la can-
tidad de polifenoles totales en 100 g. de muestra. La que si
gue, solo corresponde a taninos y la dltima, da las Unidades

de antibibético a que corresponde la inhibicién que presenta

un gramo de muestra.

Enseguida se hace un andlisis de los resultados obteni-
dos: |

De las plantas utilizadas para la determinacién de sapo-
ninas, solo el 35.5% contiene una concentracién medible de és

tas ©



TABLA

NO. NOMBRE COMUM NOMBRE CIENTIFICO
1 Acacia Delonix regia
2 Jinicuil Inga SPo.
3 Alampep2 Entada scadens
4 Algarrobo Acacia pennatula
5 Barbasco Dioscorea Sp.
6 Botil No. 0.0l Phaseolus coccineus
7 Botil No. 101 Phaseolus coccineus
8 Botil colorado Phaseolus coccineus
9 Botil romerillo Phaseolus coccineus
10 * ok Callophilum brasilensis
ALk % * Caesalpinia glabra
12 el Cassia tora
13 Cedrillo Guarea excelsa
14 Chupabaya Mucuna argyrophylla
15 Frijol colorado de
suelo Phaseolus vulgaris
16 Frijol colorado de
la vega Phaseolus vulgaris
17 Frijol de vara Phaseolus vulgaris
18 Frijol negro de
enredo Phaseolus vulgaris
159 Frijol patashete Phaseolus lunatus
20 Guézumo Ulmifolia sterculiaceae
21 Guinolo Acacia coelliacantha
22 Maguacata Pithecellobium flexicaule
23 Nescafé Stizolobium cinerium
24 Orejuelo Cymbopetalum penduliflorum
25 Palo de gusano *
26 Palo fierro Pithecellobium undulatum
27 Parota Enterolobium cyclocarpum
28 Pata de vaca Bauhinia purpurea
29 Saca manteca Solanum verbascifolium

*

Se desconoce el nombre cientifico.
% * Se desconoce el nombre comdn. :



TABLA

3

CONTENIDO DE SAPONINAS, POLIFENOLES, TANINOS Y SUBSTANCIAS CON ACTIVIDAD ANTIBIOTICA.

No. de Parte Cual. . Sap, G- Polif. T g. Ténico U. Antib.
Muestra Sap. 100 g. M, 100 g, M. 100 g. M. q. M,

1 completa - 1.76 19903

1 vaina - 1.82 1.14

2 semilla -+ 0.44

3 u + 079 4,38 2.16

4 completa + 0,02

4 semilla + trazas 0.73 0.28

5 rizoma + 21.10 0332 0.00

6 semilla + 0.09 1.06 0. 75

7 2 - -- - - - 0.34 0.00

8 " + 0.02 0.46 0.00

9 i + 0.03

10 2 = 0.60 0.00 0.44 B.




TABLA 3 (continuacidn)

No. de Parte Cual. g. Sape. g. Polif, T g. Ténico U. Antib.

Muestra Sap. 100 g, M, 100 g, M, 100 q. M, g, M,

11 semilla - 2,58 0.88 0.84 +B,

12 % - 0.76 0.00 2,00 +B.
2.50 +P,

i3 semilla - 0,38 0.09 0.33 B,

14 Endosp. - - - - - - 12295 6.47

15 semilla + 0,02 0.30 0.08

16 5 + 0,01 0.29 0.02

ikyg 4 + 0.10

18 U + trazas 0.52 0.20

19 Y + 0.02 - - - = e

20 ) - =Nl - 2,00 B.
2.60 +B.

21 completa + 0.22 --- = -

22 semilla + 0.03 0.35 0.08



TABLA 3 (continuacidn)

No. de Parte Cual. dJ. Sap. g. Polif. T g. Ténico U. Antib,
Muestra Sap. 100 g. M. 100 g. M. 100 g. M, q. M,

23 semilla -+ 0.01 6.15 0.00

24 céscara - 1514 0.45 24.60 B.

25 completa & 0,94 = o =L =

26 semilla + 0.65 0.24 0.00

26 cédscara + 0.86 0.64 0.00

27 completa + - - - 0.45 0.00

27 semilla 7 0,03 - - = - - =

27 Endosp. + 0.01 0.16 0.00

27 céscara + 1.74 0.81 0.03

28 semilla - 0.66 0.00 154.00 B.

140.00 P,

29 fruto 3 - 0,95 0.30 0:33 B&
- - - No se Det. +B Bacitracina (Extr. mezcla)

B Bacitracina P  Penicilina (Extr. acuoso)

(Extr, acuoso) +P Penicilina (Extr. mezcla)
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En las muestras de Pithecellobium undulatum y Enterolo-
bium cyclocarpum se observa que existe un mayor contenido de
saponinas en cdscara que en el resto de la semilla. Se nota
algo similar con respecto a taninos.

De los frijoles estudiados, el de Vara es el que presen
ta la mds alta concentracién de saponinas,

Las leguminosas que tienen alta proporcién de saponinas

hemoliticas son:

Enterolobium cyclocarpum (Casc.) =====—m 1.74 g/100 g.M.
Pithecellobium undulatum (Césc.) ===—==—- 0.86 i
Entada scadens =0 meeeee 0.79 L

En ninglin caso se observa que el &cido t&nico sea el Gni
co compuesto fendlico. Por el contrario, de las muestras con
compuestos polifenélicos: el 42.3% no tienen taninos; en el
50.0%, el acido £énico constituye menos de la mitad ellos y
solo en Delonix regia y en el Phaseolus coccineus (Botil No.
0.01) aparece en mayor proporcidn.

En la misma Tabla, se observa que la mayor parte de las
muestras estudiadas mostraron presencia de taninos. En cam
bio, pocas fueron las que tienen saponinas.

En la Tabla 4, se puede ver que la mayor parte de los

compuestos que inhibieron a Sarcina subflava son solubles en



TABLA 4

ACTIVIDAD ANTIBIOTICA

No. de Parte Extracto U. Bacitr. U, Penic.
Muestra g. M, g. M.
10 semilla acuoso 0,44
11 semilla mezcla 0.84
12 semilla mezcla 2,00 2,50
I3 semilla acuoso 033
acuoso 2.00
20 semilla
mezcla 2.60
24 cdscara acuoso 24,60
28 semilla acuoso 154,00 140,00
29 fruto acuoso 0.33
Mezcla = DMS- AGUA- METOH
Acuoso = Buffer de fosfatos al 1%, pH 6
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agua, al igual gue el antibiético correspondiente. Ademds,:
del conjunto de plantas probadas, solo dos son capaces de in

hibir a Staphylococcus aureus y ellas son: Bauhinia purpurea

y Cassia tora.



DISCUSION

El método para determinar saponinas fué desarrollado en
esta tésis, tomando como base el de Monroe, E., et al (L7
Hay que decir, que aunque involucra un gran ndmero de varia-
bles, como son: contacto de la sangre con las superficies,
agitacién, procedencia de la sangre, tiempo, etc., que son
susceptibles de controlarse, es una técnica rdpida, si se com
para con aquella en la que se usan placas de agar-sangre.
Tiene la ventaja, de que se pueden determinar saponinas tanto
triterpenoides como esteroides y por otro lado, la desventa-
ja de que utiliza mayor cantidad de sangre.

En relacidén con los valores obtenidos para saponinas,
hay que tener en cuenta, 'que son los que corresponden a las
saponinas con actividad hemolitica (6). A su vez, existe la
posibilidad de que en estos valores se halle involucrado el
efecto hemolitico de otro tipo de glucésido (55). Esto es
un tanto dificil de evitar, debido a que diversas clases de
glucdsidos comparten ciertas propiedades, mé@s no imposible.
Se puede proceder, haciendo una serie de extracciones para e

liminar materiales indeseables.



53

Por otro lado, si la presencia de taninos trae como con -
secuencia la coagulacién de la hemoglobina (13), constituye
un efecto enmascarante de la actividad hemolitica. Como se
observa, este es un factor decisivo en la determinacién. Pe
ro cuando en un trabajo la cantidad de muestra a usar es li-
mitante, es imposible hacer depuraciones previas y a lo mds
que se aspira es a analizar extractos crudos. A pesar de ello
en este estudio, las muestras que tienen alto contenido de ta
ninos, presentan hemélisis. Sin embargo, quedaria la duda si
l1a cantidad reportada de saponinas hemoliticas es la verdade-
ra. De cualquier forma, se aconseja eliminar lo mds posible
las substancias que representan interferencias en la determi-
nacién.

El hecho de que el Pithecellobium undulatum y Enterolo-
bium cyclocarpum presenten un mayor contenido de taninos y sa
poninas en la cdscara que en el resto de la semilla, estd de
acuerdo con la teoria de que estos compuestos protegen a las
plantas del ataque por microorganismos e insectos (6, 21

Qontinuando con el andlisis, se puede observar que no
hay correlacién entre actividad antibibética hacia los micro-
organismos estudiados y concentraciones de saponinas y/o po-
lifenoles. Por ejemplo, la Bauhinia purpurea y la cdscara de

cymbopetalum penduliflorum, que presentan una alta actividad
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antimicrobiana, tienen bajo o nulo contenido de saponinas y
polifenoles. Sin embargo, es posible que bajas concentracio
nes de estas substancias sean capaces de inhibir a otros mi-
croorganismos (46, 47). Por otra parte, el poder antimicro-
biano detectado puede ser debido a la presencia de un verda-
dero antibibético. Esto no se pudo verificar debido a la gran

cantidad de substancias que interfieren en la medicidn.



CONCLUSIONES

Las conclusiones gue se pueden sacar de este estudio son
las siguientes:

Las plantas utilizadas tienen muy bajo contenido de sa-
poninas con capacidad hemolitica, a excepcidén del Enterolo-
bium cyclocarpum, Palo de Gusano, Pithecellobium undulatum y
obviamente la Dioscorea sp.

La Mucuna argyrophyla y Entada scadens poseen las més
altas concentraciones de taninos, cosa que aunada a la pre-
sencia de otros factores téxicos, limita su aprovechamiento
en la alimentacidn.

Con respecto al poder antibidtico buscado en las plan-
tas seleccionadas, hay que hacer notar que en Bauhinia pur-
purea y cascara de Cymbopetalum penduliflorum es alto. Esto
es de gran importancia en la industria farmacelGtica y requie

re un estudio mis minucioso.



1.~

2,=

Ja=

Se=

7e=

8.-

9o~

BIBLIOGRAFTIA

George, A. J. "Legal status and toxicity of saponins™.
Food Cosmet. Toxicol., 3: 85- 91, 1965.

Walter, E. D. "Isolation of a saponin, hederin, and its sa
pogenin, hederagin, from burclover (Medlecago hispida)".
J. Am. p}lam. ASSOC., )+6= )'*‘66”"‘67, 19570

Walter, E. D. "Note on saponins and their sapogenins from
strawberry clover®”, J. Am. Pharm. AssocC., 49: 735-736, 1960.

Walter, E. D. "Isolation of oleanolic acid and saponin

from trefoil (Lotus corniculatus, var. viking)". J. Pharm.
Sct., 50t 173, 1961.

Hashizume, A. and Y, Sakato. "Saponin from the leaf of Thea
sinensis. I.- Isolation of the saponin from the leaf of
Thea sinensis and its properties™. Chem. Abstr., 1966,
64, 13019 c.

Liener, I. E. "Toxic constituents of plant foodstuffs".
Academic Press, Ince. U. S. A., 1969. pp. 169-210.

Nord, E. C. and G. R. Van Atta. "Saponin - a seed germina-
tion inhibitor™. Forest Sci., 6: 350-353, 1960.

Shany, S., Y. Bitk, B. Gestetner and A. Bondi. "Preparationm,
Characterization and some properties of saponins from Lu-
cerne tops and roots". J. Sci. Fd. Agric., 2l: 131-135, 1970.

Schaible, P. J. "Poultry, feeds and nutrition®. AVI, Publi



10.-

11.-

12,=

13.“

1""0-

15.‘

16.~

17.-

57

shing CO., Inc. U. Se A., 1970. Pe 18“-

Ishaaya, I. and Y. Birk. Soybean saponinse. IV.- "The
effect of proteins on the inhibitory activity of soybean
saponins on certain enzimes"., J. Food Seci., 30: 118-120,
1965,

Schl8sser, E. "Interaction of saponins with cholesterocl,
lecithin and albumin". Can. Jour. Physiol., and Pharmacol.

. 47: 487-489, 1969.

Schmidt-Thome, J. and F. Prediger. ‘"Hemolysis with sapo-

~ nins". Z. Physiol. Chem., 286: 127-138, 1950.

Jones, M. and F. C. Elliott. ™Iwo rapid assays for sapo=-
nin in individual alfalfa plants™. Crop. Sci., 9: 688-
'691 ] 1969-

Gestetner, Y., Y. Assa, Y. Henis, Y, Tencer, M. Rotman, Y.
Birk and A. Bondi. "Interaction of lucerne saponins with
sterols™, Biochim. Biophys. Acta., 270: 181-187, 1972.

Birk, Y., A. Bondi, B, Gestetner and I. Ishaaya. "A ther-
mostable haemolytic factor in soybeans". Nature, 197:
1089-1090, 1963.

Gestetner, B., Y. Assa, Y. Henis, Y. Birk and A. Bondi.
Lucerne saponins. IV.- "Relationship between their che-
mical constitution and hemolytic and antifungal activi-
ties". J. Sci. Fd. Agric., 22: 168-172, 1971.

Monroe, E., C. Wall, E. Roland, M. L. McClennan and M.
E. Klumpp. "Detection and estimation of steroidal sapo-
genins in plant tissue™. Anal. Chem., 24(8): 1337-1341,
1952.

Bozidar LJ. Milié. Lucerne saponins. I.- "Content and



— 190-

S D04~

?lo-

22e-

23.~-

oy, -

250"

26~

270'

28, -

58

composition during growth", J. Sci, Fd. Agric., 23:

1151-1156, i95§. = {f«if P,
: - = I (4
Salisbury and Ross. "Plant Physioclogy™. Wadsworth Publi

shing Co., Inc. U. S. A., 1969. pp. 352, 483 y 4R9,

Casgmada, M. "Farmacognosia con Farmacodinamia™., Edito-
rial Cientffico-médica. Espafia, 1968,

Fieser & Fieser. ™Qufmica orgénica superior". Vol. I.
(Traduccién). Grijalbo, S. A. Espata, 1966, p. 896.

Loomis, W. D. and J. Battaille. "Plant phenolic compounds
and the isolation of plant enzymes™. Phytochem., 5:
423-438, 1966.

Carrera, G., S. Mitjavila. "Effect of tannic acid on vi=-
tamin Bl? disposability in the rat". Chem. Abstr., 79:
90863s, 1973.

Carrera, G, '"Mecanism of action of tannic acid on vita-
min By, availability in the intestine™. Chem. Abstr.,
RO: 104687x, 1974,

Peaslee, M. "™Tannic acid-induced alterations in mouse
growth and pitultary melanocyte-stimulating hormone acti-
vity"., Toxicol. Appl. Pharmacol., 25(4): 507-514, 1973.

Glick, Z. and M. A. Joslyn. "Food intake depression and
other metabolic effects of tamnic acid in the rat". J.
Nutr., 100:509-515, 1970.

Rayudu, G. V. N., R, Kadirvel, P, Vohra and F. H. Kratzer.
"Toxicity of tannic acid and its metabolites for chickens™.
Poultry Sci., 49: 957-960, 1970

Joslyn, ¥« A. and Z. Glick. "Comparative effects ol ga-



29~

30.-

31.-

32."

33.-

4.~

35.=

36-“

59

llotannic acid and related phenolics on the growth of -
rats". J. Nutr., 98: 119-176, 1969.

Glick, Z. and M. A. Joslyn. "Effect of tannic acid and
related compounds on the absorption and utilization of
proteins in the rat". J. Nutr., 100: 516-520, 1970.

Chang, S. I. and H. L. Fuller. "Effect of tannin content
of grain sorghums on their feeding value for growing
chicks”., Poultry Sei., 43: 30- 36, 196k,

Fuller, H. L., Se. I. Chang and D. K. Potter. "Detoxica-
tion of dietary tannic acid by chicks"., J. Nutr., 91: -
477-481, 1967.

Connor, J. K., I. S. Hirwood, H. W. Burton and D. E. Fug
1ling. "Some nutritional aspects of feeding sorghum
grain of high tannin content to growing chickens®. Austr.
J. Expt. Agric. Animal Husb., 9:497=501, 1969.

Rungruangsak, K., P. Tosukhowong, B. Panijpan-and S. L.
Vimokesant. Chemical interaction between thiamin and
tannic acid. I.- "Kinetics, oxygen dependence and inhi-
bition by ascorbic acid”. Am. J. Clin. Nutr., 30:

1680~ 1685, 1977.

Derichman, W. B, and H. W. Gerarde. ™Toxicology of drugs
and chemicals™, Academic Press, U. S. A., 1974,

Kositawattanakul, T., P. Tosukhowong, S. L. Vimokesant
and B. Panijpan. Chemical interaction between thiamin
and tannic acid. II.- "Separation of products™. Am. J.
Clin. Nutr., 30: 1686-1691, 1977.

Armstrong, We D., J. C. Rogler and W. R. Featherston.
"Effect of pericarp removal on the performance of chicks



37.-

38.-

39~'

l*lo"

42,

MLy

60

fed bird resistent sorghum grain diets”. Poultry Seci.,
52: 996, 1973.

Curmings, D. P. and J. D. Axtell. "Effect of tannin con
tent of sorghum grain on nutritional quality". Research
Progress Report on Inheritance and Improvement of Pro-
tein Quality and Content in Sorghum. Purdue University,
1973. pp. 85-111.

West, J. We "Grain sorghums in poultry rations”. Grain
Sorghum Products Association. Amarillo, Texas, 1961.

Peterson, V. E. "A comparison of the feeding value for
boilers of corn, graln sorghum, barley, wheat and oats
and the influence of the varios grains on the composi-
tion and taste of broiler meat™. Poultry Sci,, 48:
2006-2013, 1969.

Potter, D. K. and H. L. Fuller. "Metabolic Fate of dig
tary tannins in chickens®™. J. Nutr., 96: 187-191, 1968,

Armstrong, W. D., W. R. Featherston and J. C. Rogler.
"Influence of methionine and other dietary additions on
the performance of chicks fed bird resistent sorghum
grain diets". Poultry Sci., 52: 1592-1599. 1973.

Maxson, E. D., L. E. Clark, L. W. Rooney and J. W. John
son. %Factors affecting the tannin content of sorghum
grain as determined by two methods of tannin analysis®.
Crop. Science, 12: 233=~235, 1972,

Stephenson, E. L., J. 0. Yorsk, D. B. Bragg and C. A.
Ivy. "Comparative feeding values of brown and yellow
grain sorghum”, Feedstuffs, 40(21): 112-11k, 1968,

Talmadge, S. N., E. L. Stephenson, A, Burgos, J. Floyd
and J. 0. Yorsk. "Effect of tannin content and dry mg
tter digestion on energy utilization and average amino
acid availability of hybrid sorghum grains. Poultry



“‘5."

~Y L6, -

)"'70-

< l+8.-

- ]'"9.-

50¢=
5le~
52e=

53¢~

61

Sci., 54%: 1620-1623, 1975.

Price, M. L. and L. G. Butler. "Rapid visual estimation
and spectrophotometric determination of tannin content
of sorghum grain®. J. Agric. Food Chem., 25(6): 1268~
1273, 1977.

Wolters, B. "The antibiotic action of saponins.

III.- "Saponins as plant fungistatic compounds™. Planta,
79(1): 77-83, 1968.

Wolters, B. The antibiotic action of saponins.

IV.- "Antibiotic effect of neutral steroid glycosides
with and without saponin charactericstics®. Planta Med.,
16(1): 114-119, 1968.

Bogkye-Yiadom, K. and G. He Konnings. ™Incidence of anti
bacterial activity in the Connaraceae". Planta Med.,
28: 397-400, 1975.

Jurd, L., J. Corse, A. D. King, Jr., H. Bayne and K. Mi~
hara. Antimicrobial properties of 6, 7-dihydroxy-,

7, B=-dihydroxy-, 6-hydroxy- and 8-hydroxycoumarins.

IV.~- "Antimicrobial properties of natural phenols"™, Phy
tochem,, 10: 2971-2974%, 1971,

Grove & Randall, F. D. A. 146a. 24 (Penicilina G. Sédica)
F. D. A. 146c¢ - L401-F-1 (Bacitracina)

Code of Federal Regulstion, Tftulo 21, parte 436.500.
1976. '
DIFCO Manual,of Dehydrated Culture, Media and Reagents

for Microbiological and Clinical laboratory Procedures.
Detroit, Mich., 1953.

Sotelo, A. and V. Sousa. "Disc microbiological method
for the determination of lysine or methionine in protein



hydrolysates™. Nutr. Reports International, 14(3):
337‘3“’3, 1976.

55.- Heftmann, E. ™Sterocid Biochemistry". Academic Press.
UsSshey 1970, p. 40o



	Portada
	Contenido
	Introducción
	Generalidades
	Parte Experimental
	Resultados
	Conclusiones
	Bibliografía

