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I. INTRODTUCCION:.

Entre aichas.sustancias se encuentran las ééﬁaqipaé;.és—-
tas se localizan en muchas plantas alimentidias y'eﬁ fo:réjes
como: espinacas, betabel, espdrragos, castafias de la india, so
ya (1), nopales, hojas de té& (2), sorgo (3), alfalfa (4), aga-
ve (5), tr&bol (6), etc. También se han encontrado emn el.ﬁeng
no de las serpientes, en las estrellas de mar y en el pepini-

1lo de mar (7).

La mayerfa de los efectaos blol6glces causados por ias sae~
poninas se deben a su capacidad de disminuir la tensidn supexfi
cial y a su habilidad para formar cqomplej)aos con estexqles y pre
tefnas; debido a €sto, se estd estudiando la posibilidad de uti
lizarlas en la dieta para reducir el nivel de colestexol en el
suero e hfgado (4,8). Ademds, se sabe que ng son t8xicas al ni
vel permisible cuando son ingexidas por el hombre, ya que la prg
piedad espumante de algunas bebidas como la cerveza, se debe en

parte a la presencia de saponinas (8).



La funcién de las saponinas en las plantas aiin se desco
noce, pero parece que algunas de ellas sirven como reserva de
carbohidratos, mientras que otras, parecen ser desechos meta-
b8licos o posibles factores de resistencia de las semillas al

ataque de los insectos (4).

Por todo lo anterior, el propdsito de este trabajc es ha
cer una revisién acerca del conocimiento de las saponinas, ~—
dando particular inter&s a los m&todos usados para su determi

nacidén.



II. c ENERALIDADESTS.

El conocimiento y estudio de las sapoﬂ;has ha tenido un -
incremento notable en los dltimos tiempos‘debido principalmen-
te, a su posicidn de precursoras para la sIntesis de hormonas
esteroidales. Muchas y muy variadas son las plantas que las -

contienen y su conocimiento data de muchos afios atrds.

"El t&rmino "saéonina" (del Latfn sapomn=jabdn), fue émplég
do por primera vez en el afio de 1811, por el QuiImico Bucholctz
(9) para designar sustancias de naturaleza heterocfclica; neu-
tras o dcidas, que presentaban como caricter comiin, la forma--
cién de soluciones "falsas", que por agitacibn producfan una -

espuma persistente.

En MExico los Aztecas designaban a €stas sustancias con -

la palabra "amolli"; utilizéndolas para 1a§ar con magn;ficoa
resultados, ya que no alteraban los colores de las telas. - -
Ellos ya hac;an la distincifn de “amolés bts%os";llos que pro-—
vocaban picazﬁn y "amoles mansos", los que no produc;an ningﬁn

efecto cutaneo (10).

II.a) 'ESTRUCTURA Y CARACTERISTICAS GENERALES DE LAS SAPONINAS

Las saponinas son sustancias en su mayor parte amorfas y

sus soluciones coloidales al producir espuma, reducen fuerte—-—



mente la tensidn superficial, por lo que pueden estabillizar -
las emulsiones de grasas vy acéi:es, siendo diffcil romperlas.
En general son inoloras, de diffcil e¢ristalizacibn, de sabor
acre persistente y con propiedades estornudatorias muy mafca-
das, irritan los ojos y la piel cuando se frotan, presentan -
la cualidad de -hemolizar los gldbulos rojos de la sangre ain
a altas diluciones, son t8xicas para los peces y anfibios y -

forman conmplejos con el colesterol y otros hidroxiesteroides,

Son solubles en agua; en‘alcohol se disuelven casi total-
mente, aumentando su solubilidad con el grado de hidratacidm -
y temperatura. Al enfriarse las sapomninas se precipitan. En
los disolventes orgdnicos como el &ter de petrdleo o sulfiri-
co, benceno, cloroformo y sulfuro de carbono, son insolubles.
En Acido sulfdrico concentrade, las soluciones de sapominas -
producen una coloracién que varfa del rojo al violeta. Las 80
luciones &e s#poninas en alcohol reaccionan con soluciones al=-
cohﬁlidas de colesterina, formando precipitados carac:er;sti——

cos (11).

Las saponinas son compuestos anfifflicos, en los cuales -
los azﬁcares (pentosas, hexosas o acidos ur§nicos) estin enla-—
zados a un grupo no polar (la sapogenina), Bl cual puede ser -
ya sea un esterol o un triterpeno, aunque la mayoriIa de las sa

poninas que han sido identificadas son triterpenoides.



R-OH + HO-X ————> R-0X + HZO

az@car :+ sapogenina saponina + agua

Las sapouninas aparecen casi exclusivamente en plantas,

los dnicos organismos que se conocen que contienen saponinas

son ciertas especiles de estrellas de mar (12). De la amplia
variedad de plantas que contienen saponinas, solamente unas po
cas son usadas como alimento humano, debido posiblemente al sa

bor amargo que las caracteriza.

Existe una.gran variacidn, si se comparan saponinas de‘di
ferente fuente., Asf, las saponinas de la soya no forman com-—-—
plejos con el colesterol y otras como las dé una ﬁariedad de -
trfbol no son t§xicas hacia los peces y no hemolizan (7). Tam
bién se ha de tener muy en cuenta que en una misma planta pue-
den encontrarse Qarios tipos de saponinas y por ende, cada una
de ellas poseer§ catacter;sticas o potencias diferentes aunque
compartan una miﬁna acc1§n. Considerando a 1la soya como un =
ejemplo tIpico, se han identificado 5 sapogeninas, (fig. 1) -
que se encuentran enlazadas a tres wmonosaca@ridos, los cuales -
pueden ser combinaciones de cualquiera de los siguientes com-—-—
puestos: galactosa, arabinosa, raminosa, glucosa, xilosa o &ci

do glucorénico (13).

Las propiedades lipofflicas e hidrofflicas de las saponi-



FIG.1 SAPOGENINAS DE LA SOYA
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nas, su actividad de superficie y la habilidad de emigrar en -
ﬁe&ios diferentes, asf como la propiedad de combinarse con es-—
teroles, estdn determinados por la combinacidn de las sapogeni

nas y carbohidratos en la molé&cula.

La dificultad de separacifn de estas mezclas de complejos
y la obtencidn de materiales puros, es uno de los mayores pro-
blemas en el estudio de las propiedades de las sapeoninaa. Su

naturaleza anfifflica hace que dominen sus propiedades £isicas

en solucidn.

Por ser tensoactivas y actuar comQ agentes emulsificantes,
se aprovechan para fines tecnolfgicos tales comoe elahoracidn de

detergentes, shampoos y bebidas carbonmatadas (l4).

Por hidrx8lisis de las saponinas se obtienen carhohidratos
¥ una agliconaAllamada genéricamente sapogéuina,la.cual puede
tener un esquecleto esteroidal tipo colano como en la esmilage
nina (a), o de triterpeno tipo ®-amirina como en 12 chichipe~
genina (b) tipng—amiriné, como en el dcido asidtico (e); tipo
lupeol, como en la estallogenina (d); o de tipo tetraciclico'cé
moen el panaxodiol (e)., an excepcifn de 1la cripcogenina (£) s~
el sistemaespiroacetal [anillos E y F de (a))] es una .caracte-
rfstica general de las sapogeninas esteroidales y es va-=

riable el nimero de insaturaciomnes, hidroxilos, grupos ceténi-



¥ oxignnados,Acomo a f

cos y otros gr’

ejemplifican la hecoge—

nina (g), diosgenina (h) y digitogenina (i).‘

Las agi;conhs tritérpéhoides éstin también representadas

por eljécidoxquerecaroico (jJ) ¥y la dumortierigenina (K) (ver -
fig. 2). El enlace glicésido siempre se forma con el oxfgeno
del carbomno 3. Se conocen mids de 200 saponinas esteroidales, -
localizadas en las monocotileddneas (lileidceas, amariliddceas
y dioscoreiceas, principalmente, como escepcidn en sacrofula-—
riaceas) y otras tantas saponinas triterpenoides, aisladas =~-

principalmente en dicotileddmneas.

Ambos grupos de saponinas se han_aislado eﬁ difefsos Srga
nos vegetales;.as;, la sarsaponina se ha encontfa&o en las raf
ces de la zarzaparrilla mexicana; la idosina en los tub&rculos
de la Dioscﬁ;ea tokaro; otras saponinas han sido aisladas en -
las hojas de agaves y hasta en las flores y semillas, como en

la Yucca schottl o en los frutos de la Sapindus Saponaria.

Las saponinas son sustancias muy polares y es posible ex— -

traerlas en caliente o frIo; con agua o alcoholes de bajo peso
molecular. Los materiales lipoldes presentes en estos extrac—
tos se separan con benceno. Al concentrar la solucidn alcohd-
lica se separan las saponinas y después se cristalizan en mez-—
clas de alcohol-agua. Para obtener sapogeninas se pueden hi--—

drolizar las saponinas con sus enzimas mnaturales, con enzimas
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de origen nicrobiologico o hidrolizarlas con acido clorhIdrico

o dcido sulfurico (este ultimo se prefie

geninas insaturadas). 'Después,fse extraen 1.
que son_ poco polares,vcongbehCeno..‘ oacetona

y se rég;iétalizﬁ@.

-Laipresencia de lis saponinas se averigua con las pruebas

de la espuma y.la de hemdlisis. La identificacidn de los car-

bohidratos se efectda mediante el uso de la cromatograffa en

bapei;upfueﬁas qufmicas, hidr8lisis enzimdticas y cromatogra—-—

ffa enfase de vapor de sus derivados trimetdilsilados (15).

II.b) PROPIEDADES BIOLOGICAS Y NUTRICIORALES DE LAS SAPONINAS.

Las saponinas aparecen en numerosos remedios herbdceos;
tanto de la cultura oriental como occidental, por ejemplo el -
orozuz, la zarzaparrilla y el giansen (16). En general se ha -
obser@ado que tienen propiedades expectorantes y antiinflamato
rias pero probablemente la propiedad mis importante, es que -
una dieta a base de saponinas reduce la concentracldn de coles
terol en el plasma de los animales (17-21). Esta hipStesis se
afirm6, en base a que algunas saponinas forman complejos inso-
Jubles con el colesterol y de esta forma se inhibe la absorcidn

a niQel intesctinal aunque se ha demostrado en otros trabajos,
que la disminuciﬁn de la concentracidn del colesterol en plas-—

ma se puede producir sin necesidad de que se forme un complejo
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con la saponina (22). Otra afirmacidn; quiz& la mds probable,
es que las saponinas inducen la absorcidn de dcidos biliares -
por una dieta a base de fibras (23). Segiin parece, la absorcidn
de saponina incrementa la p&rdida de Acidos biliares por excre-
cidn fecal y esta disminucidn parece estar balanceada por una -

conversidn de colesterol en Acidos biliares en el higado (24).

En la mayor parte de los vegetales que tienen un efecto -
en la disminuci8Sn del colesterol y en los animales se ha demos-
trado la presencia de saponinas (ver tabla 1) (25). También se
ha demostrado que la hipercolesterolemia de los conejos someti-
dos a una dieta semisinté&tica se reduce mAs cuando el componen-—
te prot8ico de la dieta es de origen ﬁegetal. Examinando la 1is
ta de protefnas de Carrolls (tabla 2) se cbseréa que aquellas -
que tienen un efecto marcado en 1la disminuciﬁn del colesterol -
provienen de plantas que countilenen saponinas. Asf eQidencias -
acumuladas derivadas de los ensayos alimenticios incluyendo ani
males y humanos (ver tabla 1) sugieren que laé gsaponinas {(como
un componente en los alimentos de origen Gegetal) pueden ser un
medio importante para disminuir 1la concencraciﬁn de colesterol
plasmAtico; ya que ‘ el incremento en la incidencia de altera;
ciones cardfacas coinciden con una disminucién en el consumo de
legumbres ricas en saponinas. Por otra parte, antes de proceder
a hacer recomendaciones y pruebas alimenticias con hupanos con
el fin de considerar a las saponinas como un profilictico para

reducir el riesgo de afeccin cardiaca es mnecesario comocer al-
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TABLA I

PLANTAS O PRODUCTOS DE PLANTAS REPORTADOS

PARA DISMINUIR LOS NIVELES DE COLESTEROL EN PLASHMA

Materia vegetal Animal de

(* Indica aquellos que Experimentaci6n Referencia
son conocidos y con—

tienen saponinas)

* Alfalfa (Medicago sativa) Cone jo (Horlick et. al. 1967)

* Avena Pollo (Fisher & Griminger -1967)
* avena Industrializada Hambre (de goot et. al. 1963)

* Garbanzos (Cicer arietimmm) Harbre
* Frijol garbanzo (Phaseolus

mngo) Hombre
* Garbanzo verde - (Phaseolus (ttathur et. al. 1968}
“radlatus) Hambre
Haba: (Dolichus biflorus) . Hombre
Garbanzo rojo- (Cajanus cajan) Hambre
Frijoles- (Phaseolus vulgaris) Hombre (Luyken et. al. 1962)
Paja de trigo Conejo (¢oore, 1967)
Salvado de arroz Rata
Pectina . Harbre (Reys et. al. 1961; Jen
kins et. al. 1975)
Goma de mascar Rata (Riccardi & Fahrenbach,
1969)
Gama de mascar Horbre (Jenkins et. al. 1975)
Carageenan . Rata (Riccardi & Fahrenbach,
1969)
* Probeina de soya texturi-
zada Habre (sirtori et. al. 1977)
* Soya aislada Conejo (Carrull, 1677; Belton &
) Truswell, 1978)
* Iecitina de soya Harbre (simons, 1978)

Datos tomados de '"Saponins in food" (14)
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TABLA 2

EFECTOS DE PROTEINAS [DE DIFERENIES FUENTES
SOBRE IOS NIVELES DE OOLESTEROL LIBRE PLASMATICO DE
CONEJOS SOMETIDOS A UNA ALIMENTACION BASAL SEMISINTETICAY

FUENTE PROTEINA COLESTEROL DEL PIASMA
) {rg/m1)b

Huevo entero ) 235

Leche desnatada S 230

Lactoalbfmina B : 215

Case!na S p ST 204 =
PeScadO : T ” Cond
Eistek de res

Bistek de puerco

’Clara da huevo

Nabo silvestre

Gluten de trigo
CacahuatesC

Semilla de algodSn
Semilla de sEsamoC
Proteina de soya aisladaC
Semilla de girasol®
ChfcharoC ’

Frijoles FabaC

2 De Carroll (1977)

Pranedio de 4-6 animales

d Planta que contiene saponina

Datos tomados de "Saponins in food" (14)



15

gestidnlqral (26)
zuz y la zarzaﬁart#ii
mentosien:AuStralié‘(Nép onal Council,

1976) Refno Unido y la U:STA

La quillaia; uné-preparaci&h'comercial dé saponina a base

de la cortezadel quillay (Quillaié saponaria) es permitida y recpo

nocida como alimento de confianza en Reipno Unido y la U.S.A, (1).
(Los niQeles usados en la U.S.,A. se dam en la tabla 3) y en Rei
no Unido el extracto de Quillaia es permitido en bebidas sanes
en no mis de 200 p.p.m. como emulsificantes y estabilizadores en
el acta de regularizacidn de alimentos (Satutery Instrument 1975
No. 1486). Es notoria una incexrtidumbre acerca de la seguridad

de las saponinas, ya que mientras en Alemania Oriental la Quillaia
estd prohibida como aditi&o de alimento (1) asf como en Espaifa y
Marruecos (i). Reino Unido y 1la U,S.A.; no tienen una legislacién

para controlar ninguna clase de saponinas. La toxicidad goxal de

un niimero de plantas se dan en la tabla 4. La dosis letal varfa

desde 25 a 3000 mg/Kg. de peso corporal,

Las saponinas que pasan a través del tracto digestivo pue
den provocar severas lesiones de envenenamiento gastrointesti--
nal (4). Cuando las saponinas entran al torrente sangulneo pue

den producir dafios letales (la dosis letal intraQenosa puede -
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TABLA 3

OONCENTRACION PROMEDIO [E LA SAPONINA DE QUALLATA
Usana EN ALGUNOS QOMESTIBLES DE ICS ESTADOS WNIDOS*

Comestible P.P.M.
Bebidas : 95 -
Helados, nieves .o .0.12
Caramelos R X I
Jarabes - . Coe 6.8

* (National Academy of Sciences, 1965)

TABLA 4
TOXICIDAD ORAL LE ALGUNAS SIPONINAS®

Fuente de Saponina Animal DSsis Dosificacifin Referencia

(mg/kg)
Sdpindus sapindus Rat6n D 3000 (Spector, 1956)
Ratfn D 1000 (Spector, 1956)
trseme gt | B, B0 30 fmmls e e
(cammon corn cockle) ’ :
Perro LD 20-25 {Spector, 1956)
Saponaria vaccaria Ratfn LD5g 960 (Abubakirov et. al.1960)
Aesculus hippocastanum
(horse chestnut) Rata LDgq 50 (Abubakirov et. al.1960)
Hedera helix
(ivy) Rata LD50 100 (Abvbakirov et, al.1960)
Gypsophila paniculata Rata Lbsg 50 (Vogel & Marek, 1962)
Cyclamen eurcpaeum Rata LDgg 160 (Vogel & Marek, 1962)
Digitalis purpurea Rata- LDsg 50 (Vogel .& Marek, 1962)
(fox glove) Ratfn LD 90 (Spector, 1956}

a . - ;
Vers1&n condénsada de datos recopilados por George (1965) (1)
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ser mil veces mis baja que ladosis 1etél’oxﬁ§l (L), E1l resultado. és,

dafio del hfgado, hem&lisis de losfg;Sﬁulés‘rojos; defiéigﬁéia’-r
respiratoria, convulsiones y comaT(27).. ta irrita;ian:ﬁéijéféé

to gastrointestinal por alguna otra causa puede aumenéar i§5$q§r
ceptibilidad de los animales a la intoxicacién con sépdﬂingé -

(28) vy se ha sugerido que la ingestién contlnua de dosis‘shble—

tales de saponinas pueden llevar a la corrosidn del 1hteétino

o cirrosis hepdtica. Deberfan evitarse alimentos que contengan‘sg

poninas ya sea de origen natural o artificial. Los efectos de

la dosis subletales han sido investigadas para las saponinas de

la alfalfa y la soya (4,29,30).

‘Las saponinas de la alfalfa son probablemente una causa -

de la "impan{tis de los rumiantes (29). Tambi&n se ha demostra

do que las saponinas bajan la proporcidn de crecimiento de las
ratas (31) y de los pollos, ademis de que reduce la produccidn

de huevo en las gallinas (4,30). Las saponinas de la soya en

cambio, no tienen efecto sobre la proporcifSn de crecimiento de

los pollos (4) u otros animales (4,32). Hay tambi&n reportes,

los cuales muestran efectos no adversos del consumo de otras =~

saponinas a niveles subletales:

l.~ Ewart (4) encontrd que los econejillode indiswe podfan -

ser alimentados -de plantas ricas en saponinas por mis de 10 me--—

ses sin daifio aparente. (Las plantas fueron Atalaya, hemi, glau

ca, Senecio, Jacobaca de Australia Central y Nueva Zelandia,
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respectjvamente, estas plantas fueron investigadas porque se -

suponfa que podrfan intoxicar a las ovejas y al ganado).

2.- Oser (33) alimentd ratas durante 12 meses con dietas
control y dietas conteniendo 0.05% de saponinas de quillaia o
hasta 3% de saponina de la Yucca Mohavensis (una planta desér?
tica de California). Las saponinas mno tuvieron efectos adver-
sos con respecto al crecimiento, utilizacidén de alimento, hemo-
grama, glucosa sanguinea o en el andlisis de orina. Tampoco: se
notaron hallazgos histoldgicos en el post—-mortem.

3.~ Gaunt (34) en un experimento similar al anterior, ali-
iment5 ratas durante 13 semanas con dietas que contenfan arriba
de 4% de saponina de la quillaia. E1 no encontrd anormalidades
y motd que no habfa diarrea u otro signo de irritacidn intes

tinal.

Pesafortunadamente, estos estudios realizados fueron re--
portados con obserfaciSn a corto plazo. Un estudio a largo pla
2o sobre la toxicidad de las saponinas ha sido recientemente re
portado por Phillips et. al. (35). La saponina de la quillaia
2l nivel de 0.5% de la dieta, mo tuvo efecto adverso sobre rato
ces durante un perfodo de 84 semanas (27). Afirman que la sa
ronina de la quillaia es tambiém irritante al tracto gastroin--
testinal al ser usado internamente y la mayorIa de las farmaco-

7eas advierten contra el uso interno de saponinas (1).
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Asf, la toxicidad ;rﬁnica de las saponinas se tendrd que

L4
examinar con detalle antes que estas puedan ser recomendadas
para su consumo en humanos o como medida de la disminucidn de -~
los niveles de colesterol del suero, una excepcidn podr¥fa ser,

las saponinas consumidas en la forma de un producto alimenticio

tradicional, tal como la soya.

Las saponinas ¥y taninos, disminuyen la: absotciﬁn de com~-—

puestos como: la vitamina B12 (36 37) y c mpuestos nitrogenados

(38,39). Impiden la accién de enzimas (40) y/o deprimen el ape

tito.

Tambi&n se sabe que las saponinas actian como irritante
d; las mucosas nasales, ocular y bucofarfngea, pto%ocando hipe-
remia y exceso de secrecidn. Se admite asimismo, una accidén -~
glandular refleja tramsitoria, manifestada por diuresis. Los —

" nervios sifticos tanto sensitivos como motores, se paralizan -~

por 1la accién de las saponinas (41).

Por otro lado, se sabe que algunas saponinas y clexrtos po
lifenoles actﬁan como antibiéticos (40,42,43) Nord y Van Atta =
(44), vieron que las saponinas son capaces de inhibir la germi-
nacién de las semillas. Por su parte, Mishustin y Pedersen, et

al. (7), observaron que la saponina de la alfalfa inhibe la ger

minacién de algodfn y de lechuga.
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Como algunas saponinas inhiben el crecimiento de ciertos -
microorganismos y protozoarios patSgenos, se pilensa due consti-

tuyen uno de los mecanismos de defensa de las plantas (4).

Es posible: que la2s saponinas sean material de reserva,
esto explicarfa su presencia en las partes reproductoras de cler

tas plantas como: el drbol Joshua, yucca brevifolia (semillas)

y otras especies de yucca y agave.

IXl.c). PLANTAS ALIMENTICIAS QUE CONTIfNEN'SAPONINAS

Una investigacidn del Chemical Abstract y revisiones pre

vias de la literatura sobre saponinas reveldS solamente 28 espe-—

cles de plantas, tambi&n mencionadas en el Oxford Book of Plants

(45), Estas estan enlistadas en la tabla S. De &stas, solamen

te 17 son usadas en gran cantidad dentro de cualquier arte culi

nario a nivel mundial. El resto son hierbas y especies, las =~

cuales no contribuyen significatiQamente en la ingestifn diet&-~

tica de saponinas.

Las fuentes mis importantes de saponinas en la dieta del

hombre son las legumbres, tales como: frijol, soya, chfcharo, -

garbanzos, cacahuates, habas, alubias y ientejas. La produccidn

mundial y el consumo per-cdpita de algunos de &stos son dados -

en la tabla 6. El frijol aoya parece ser la mejor fuente alimen

ticia-. de saponinas, son usados en una gran variedad de formas



21

TABLA 5

CONTENIDO DE SAPONINA EN ALGUNAS PLANTAS ALIMENTICIAS

Planta

Contenido de Referencia
saponina
% en peso seco)
Alfalfa (Medicago sativa)? 2-3 (Birk, 1969)
Soya 5.6b (Birk, 1969; Smith & Circle 1972
Garbanzos (Cicer arietimum) 3.6 (Applebaum et. al., 1969)
Frijol-garbanzo (Phaseolus mungo) - (Basu & Rastogil, 1967)
Avena {(Avena sativa) 0.1 - 0.3 (Tschesche & Wulff, 1969)
Berengena (Solanum melongena) - (Noble, 1948)
Espinaca (Spinacea oleracea) - (Kofler, 1927; Tachesche & Wulff'
1969)
Cacahuate - (Applebaum et. al., 1969) -
. Amaranto {(Amaranthus fpinosus) - (Roflexr, 1927)
Espirragos (Asparagus G@fficina- )

’ 1is) - (Kawano et. al., 1977)
Habas (Vicia faba) 3.7 (Vinkler & Smyslova, 1967)
Fenogreco - (Vqloshina et, al., 1977)
Frijol (Phaseolus - ‘ﬁ]garis) - (Kretsu et. al.,, 1972)
Ajo (Allium sativum) - (Smoczkiewiczowa & Nitschke 1975)
Gingen - (Shibata, 1977)

Lenteja (Lens cnl!naris) 4 (Applebaum et. al., 1969)
Otozuz - (Glycyffﬁiié‘ﬁéééddﬂiéé) - (shibata, 1977)

Nuez mosgcada - (Hyristié.a' 'f‘ragtana) - (Varshney & Sharma, 1968)
Zarzaparrilla - (Kofler, 1927)

Remolacha (Beta ‘vulgaris) - (Birk, 1969)

Girasol - (Helianthus ‘annus) - (Chirva et. al., 1968)
Té (Thca ainensis) - (Kofler, 1927)

Batata - (Kofler, 1927)

Calabaza - (Kofler, 1927)

Espinaca deNueva.Zelanda - (kofler, 1927)
'(Tetraggnia'axpansa)

Orzaga'(Aéfiéiéi:ﬁéfééﬁéis.)d - (Kofler, 1927)

Chicharo de jardin 2.5 (Applebaum et. al., 1969)

a En Australia usualmente se comen los talloes.

b Vea tabla ()

¢ Usada como espinaca en diferentes partes de los trSpicos (Oxford Book of

Food Plants, p. 160)°

d Un sustituto por espinaca o la acedera (Oxford Book of Food Plants)

Datos tomados de “"Saponins in food" (14)
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TABLA 6

PRODUCCION MUNDIAL Y PROMEDIO PER~CAPITA
DE ALIMENTOS CON MAYOR CONTENIDO DE SAPONINAS

Soya Cacahuates Garbanzo  Semilla Ientejas
Ge
sésamo
Produccisn a .
(1975; 1000 toneladas)™ 69670 19428 5569 1907 1104
Consumo per—cSpita b :
g /atios 1972 - 1974) 2.56 1.26 2.48 0.22 -

2 production year bood, Food & Agriculture Organisation of the United Nations,

Rexe. 1977,

b Provisional food balance sheets, Food & Agriculture Organisation of the Uni-

ted Nations, Rome., 1977,

Datos tomados de ""Saponins in food" Q@Q4)



23

y varios productos de éoya;'incluyendo la protefna de soya ais

lada, pueden contener cantidades importantes de saponinas (ver

tabla 7). La pr8xima fuente mds importante en la dieta de sa-

poninas que le sigue son los chicharos, los cuales se consumen

principalmente en los pafses orientales del wmediterrdneo, orien

te medio, norte y este de Africa y partes de Asia.

II.d) QUIMICA DE LAS SAPUNINAS ALIMENTICIAS.

Frijol soya.- Las sapogeninas y aziicares que han sido ais

ladas e identificadas (Qer fig. 1) son rammnosa, galactosa, glu-

cosa, arabinocsa, xilosa y 8cido glucorbnico. Las estructuras -~

completas de tres de estas saponinas ya han sido determinadas

(46). Estas son la soyasaponina I (el componente mayor) y las

soyasaponinas II y I1I, todas Estas tienen la soyasapogenina B

como la aglicona comiin. Las estructuras completas son mostra-—-

das en la fig. 3 (a), (b) y (e).

Alfﬁlfa.— En trabalos rvecientes se identificarxon los azi

cares: glucosa, galactosa, xilosa y ramnosa y se demostr§ que -

los soyasapogenoles A, B y C (fig. 1) estuvieron presentes como
agliconas (47). Las sapogeninas que se conocen hasta ahora
parecen ser 5 soyasapogeninas con dcido medicagénico y hede

ragenina (fig. 3 d). Los azlcares son los mismos cono en

las saponinas de la soya (48).

Laestructura de una de las saponinas ha aldo establecida. (fig. 3e).
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TABLA 7
CONTENIDO DE SAPONINA EN ALGUNOS PRODUCTOS DE SOYA?

Producto ’ % de saponinas
(peso seco)

Soya entera 5.6
Ciscaras de soya ' 2.
Flor de soya desengrasada . 2.2
Prcmina—06 0.3
G. L. 750°¢ o . o.s
Maxten c9 : N S e 1.9
Maxten Ed ‘ 2.
Tofu® - ' : 2.1
Lecitina _:. . L 2.9
a

Potter et. al. (1979)

b Protefna de soya aislada dobtenida de Central Soya Co. Inc.
Iliinois, U.S.A.

¢ Protetna de soya aislada obtenida de Griffith Lahoratories
Pty Ltd., Victoria, Australia.

d Protefna de soya texturizada obtenida de Miles Laboratories
(Australia) Pty Ltd., Victoria, Australia.

Soya coagulada.

Datos tomados de "Saponins‘in food" (14)
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COOH

FIG. 3a SOYASAPONINA I
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--0OH

o -7 S cHaOH

Fi1G6.3b SOYASAPONINA II1



FI1G.3c SOYASAPONINA 111

“~cooH

FIG 3d R=COOH ACIDO MEDICAGENICO;
R=CH OH HEDERAGENINA



28

Remolacha Plateada y Azdcar.dd Remolacha.- Lé sa§ogéhiﬁa

mis abundante es el Hcido oleandlico fig. 3 (f) pefo hay al me-.

nos otras 5, La f&6rmula estructural fig. 3 (g) de una de las

saponinas ha sido establecida (49).

Espinacas.- Dos sapogenihqs hén sido identific&das,:el
dcido oleandlico fig. 3 (f) y 1la hederagenina fig. 3 (d) y la =~

f&6rmula estructural ha 31do reportada para dos de las saponinas

(50).

Phaseolus radiatus CgatbaﬁZd‘hindu).~ No se conoce toda-—

vfa mucho acerca de las saponinas de estas especiles. Ya ha si-

do identificada la soyasapogenol C (fig. 1) y los aziicares; glu

cosa, arabimosa, ramnosa y dcido glucorénico (14).

‘Phaseclus vulgaris (frijol).— Han sido aisladas 5 saponi

naé diferentes. Una sapogenina ha sido identificada (soyasapo-—
genol E) con los azicares; glucosa, galactosa, arabinosa, ramno

8a y dcido glucorBnico (54).

‘Espdrragos.— Eatas son las finicas saponinas de esteroides
conocidas preéentes en plantas alimenticias. La férmula estruc

tural de dos de ellas fig.3 (h,i) han sido recientemente reporta

dos (51).

) Aféna.— Daos saponinas han asildo reportadas y sus estruc—
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FIG.3g SAPONINA DE REMOLACHA

COOH

CHy0H

OH HO

OH
HO H

on

FIG. 3h SAPONINAS DE ESPINACA; R=Ho OH
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Semillas de Girasol)

Ttgé sapogeninasha

cadas estas son las soyasapogen

azicares que han sido idéntifihédoé:sbn
losa y ramnosa (52). Todavfa no hay. informacis

la estructura.

IT.e) U S 0 S

Se les uci;iza cen la elaboracién de bebidas suaves, cer-
veza, shampoos, jJjabones y extinguidores de fuego, tambi&n se -
ugsan para disminuir la tensién superficial de emulsiones foto-=-
grificas. Las que se hallan en los tub&rculos de varias espe~-—
cles de Diostfea, son fuentes importantes de materia prima pa-
ra la sIntesis de hormonas {progesterona y cortisona) y otros -
productos esteroides (53). Ademds acti{ian como estabilizadores
de emulsiones., La saponina Ruscus Aculeatus puede usarse
como agente espumante o como detergeﬁte.‘ Las saponinas -
tambi&n se usan como protectores coloidales en rociadores de -
polQos saborizantes . Varias patentes utilizan la glycy--
rrhizina en forma de sales de>amonio. sodio, potasio y colchi-

cina. La glycyrrhizina se ha usado para el tratamiento de dlcge

ras gdstricas y dermatitia {54).
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ITIT. METODOS DE ANALISIS

IIIa. 'PROPIEDADES ESPECTRALES DE LAS SAPONINAS

a.l) Ultravicleta (U.V:)

ultravig

para’su’cuan

tivos'sé‘ﬁéﬂ émhi a

a.2) Infrarrojoe (I.R.) (15,55)

Las saponinas pueden detectarse por medio de m&todos hé
moliticos, si las muestras dan una prueba poaiti&a las saponi-—
nas son hidrolizadas y las sapogeninas en la mezecla cruda pue—--—
den detectarse por medio de su espectro de absorcifn infrarroijo
caracteristico. Las sapoéeninas se pueden identificar por cua-

.
tro bandas de absorci8n caracterfsticas. Bandas cercanas a 852

1

900, 922 y 987 cm” (Ll.75, 11.1, 10.85 y 10.14 micrones) con -

la banda 922 m3s pronunclada que la banda 900 indican una sapo-
genina "normal". Bandas cercanas a 866, 900, 922 y 982 cm—l -
(11.55, 11.1, 10.85 y 10.18 micrones), con la banda 900 mis pro

nunciada que la 922 indican que se trata de una "iso" sapogeni-
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na. Si las bandas a %00 y 922‘cm_1;nd'd££;eren'ﬁﬁcho;enjfuer—'

za y las dem&s bandas tienden entre 103 §516¥&5-&5&0$

La estruccura‘dé-dna,sapogeninéléstgroida

.esmilagenina (22friso§ifo§£§n—33—ol) (fig;;quxZ)

Figura No. 4

Las variantes son isomerismo a C5 8 sz, 1nsaturaci§n'e£
tre C5 ¥ Cﬁn presencia de un carbonil a 012 y grupos hidroxilo

adicionales en Cz. CG & C12' como se muestra en las figuras No.
todas las sapogeninas tienen absorcién -

5, 6 y en la tabla 8,
1

caracterfIstica en bandas cercanas a 866, 900, 922 y 982 cm”

{11.55, 11,1, 10,85 y 10.18 micrones). La .: sarsapogenina (spi
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TABLA 8 CARACTERISTICAS DE LAS BANDAS DE ABSORCION DE LAS SAPOGENINAS

ACETATO DE LONGITUD DE No. DE ONDA ABSORTIVIDAD MOLAR
SAPOGENINA ONDA u. -1 ~1 -1
cm L. Mol cm

11.55 866 82.5
Clorogenina 11.11 900 285

10.86 921 103

10.17 983 365

11.54 867 66.3

11.11 900 229
Diosgenina 10.87 920 126

10.17 983 335

11.53 867 72.2
Gitogenina 11.11 900 . 229

10.81. 925 130 .

10.18 982 403

11.53 867 7347

S11.11 900 284 . .

Hecogenina 10.86 921 133

10.18 982 352

11.53 867 68.1
¢ 11.10 901 . 284
Manogenina 10.86 921 113

10.18 982 393

11.56 865 82.4

I1.1L - 900. 206 -
Samogenina 10.86 921 113 .

10.18 982 393

11.74 852 102

11.15 897 69.9
Sarsapogenina 10.85 922 239

10.14 982 . 422

11.55 866 "78.7

11.11 900. 230
Esmilagenina 10.84 922 116

10.18 982 381

11,56 865 7244

11,11 900 . 230

10.82 924 340

10,17 .. L9B83. L. L e 34) .. L.

Sacada de Monrve; et. al. (55).
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rostan 3B-ol) la cual tiene una configuracifn "normal' absorbe a

852, 900, 922 y 987 cm” (11.75.'11.1, 10,85 v 10.14 micrones).

. La figura 5 muestra lé~félac16n entre la sarsasapogenina y la

esmilagenina la cua1 diﬂ été_so1amente en la configuracidn a -

022.
Las cuatro bandas de‘ébsorcisn I.R. caraééeristicas ae.—
las sapogeninas es una propiedad de un anillo Ffr Esto se mues
tra en la figura No. 6, 1z cual muestra la abséf;isﬁ‘ihfrarro—.
ja de los acetatos de diosgenina (45-22—1sopitjgs'ﬁ"an;‘3B,c1) - -
dihidrodiosgenina (2—22—furosten-3B-26—diol)'y_colestetol -
(4E—colesten—33—ol). Estos compuestos tienen una estructura -
idé&ntica en los anillos A, B, C y D). El Colesterocl difiere —
de la diosgenina -en .un-  hidrocarburoe saturado unido al ani-—
llo D en lugar del anillo E y F; Dihidrodiosgenina contiene --—
los anillos A, B, C," D ¥ B pero el anillo F es abiexrto. Como
se muestra en la figura solamente diosgenina tiene las cuatro
bandas tIpicas de "absorcidn. La presencia de este sistema de
cuatro bandas de absorcidan es una evidencia positiﬁa de sapo-

genfnas esteroidales.

Las figuras 7, 8 ¥y 9 puestran algunas cur&as tIpicas de
absorcibn en Infrarrojo gre indicat una prueba ﬁositi%a y mnega
tiva para sapogeninas. Curvas a, b y ¢ (Eigh 7) son isosapoge
ninas; la figura 8 muestra una sapogenina normal similar. Cur

vas a, b y < (fig. 9) muestra un espectro tfpico de extracto de
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plantas que contienen sapogeninas no esteroidales. La curva c

muestra el especqto de ‘una sapogenina trite:péﬁéide.
observa en las figuras, las sapogeninas triQe:éénpiqe

de las cuatro bandas de absorclidn caracterfsticas

la coincidencia en-el comportamiento tensoactivo,

cambios coloridos y la ausencia de escos'detgi'
se puede considerar como confirmatorio de queuna

pertenece a-este grupo.

a.3)'Resoﬁancia Magné&tica Nudleaf'(RHN)'

Tanto las saponinas .- ﬁpgtetpeﬁdide

les y sus agliconas exhibén:eQPEct osicon

caracterfsticos, como para id

que pertenecen.

a.%4) Espectrometria de nasas (E;M;)%V

Debido a Qu escasa.ﬁolatilidad Yy a la rﬁpturi casi instan
tinea del enlace hemiacetilico de los glic6sidos, en especial -
de las sapomninas . no se les determina su espectro de masas, -
pero el de sus agliconas y sus derivados acetilados o cet&nicos
ha sido obj}eto de varios estudios. El tipo de sustituyente en
el sistema de ciclopentanoperhidrofenantreno y su posicidn pue-
de averiguarse por la fragmentacidn de esta porcifn de la molé&cu

la.
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ITIb.) Actividad Optica

En las saponinas y sapogeninas esteroidales predominan -

las rotaciones §pticas negativas, valores de ~40° a -85°, si
hay doble enlace en C~5 la rotacidn se desplaza unos 50° mis a

la izquierda. Cuando C~12 es grupo ceto, como en la hecogenina,

cacogenina, mexogenina, etc., las rotaciones van de ~6° a +5° y

si tienen un doble enlace en C~3 también se desplazan unos 50°

a la ifzquierda. Las saponinas triterpenoides y sus geninas -

tienden a ser positivas, particularmente las geninas con rota-

ciones de +50° a +120°,

I1I.¢c) Deteccidn de las saponinas

Como se menciond anterlormente, la presencia de las sapo-—

ninas es facilmente detectable por su actividad hemolXftica, su
habilidad para formar espumas estables en solucidn acuosa, por

su grado de toxicidad sobre los pescados y por cromatograffa en

capa fina.

‘Indice de HemS8lisis.~ Fue propuesto por primera vez en

1912 por R. Kobert, seguido por numerosos in&estigadores ( 41).

En este método una suspensidn de gl&Sbulos rojos se hemo-
liza con las saponinas disueltas en la muestra. La hemoglobina

transformiéndola en

pasa de los gl6bulos rojos a la solucidn, -

una solucibn de hemoglobina transparente. Luego de dejarla en
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reposo, la parte no hemolizada sedimenta y con una hemolisis to
tal, se encuentra en el fondo del reqipiente”unafcéhaftenue -

compuesta de los estromas de gldbulos rojos. ”££7hemoglobina -

hemolizada por hidrdlisis con saponina,,es:deggfﬁﬂ;interés.prég
tico, puesto que es el mejor m&todo act@alwpgré la determinacidn

de saponinas en vegetales (41).

Determinacidn de Niimero de espuma.— Este m&todo fue pro—-

puesto por F.W. Apt. 1921 y E. Pfrau 1955 (41). I 'E1 método

no es recomendable para una determinacidén cuantitativa, ya que

la altura de la espuma y su densidad depende de la forma de

mezclado, de tal forma que de la intensidad de agitacidn depen

derd la altura y consistencia de la espuma en el tubo de ensayo.

Indice de Pescado.~ Este m&todo estd basado en la obser-

vacidn del grado de toxicidad de la saponina sobre los pescados
(Kofler 1927) (l4), ha: propuesto el mé&todo basado en la toxici

dad de las saponinas sobre los gusamos Tubifex.

Cromatdgraffa en placa fina.- Normalmente, el uso de la

cromatograffa en capa fina es necesario para una mejor identifi

cacidn. Los disolventes que se recomiendan para la separacidn en

las ladminas de placa fina son resumidos en la tabla No. 9. Ade

mis, una variedad de reactivos de revelado pueden ser usados, -
los cualesa dan caracteristicas de esteroides o triterpenos en —

general (Lisboa 1976) (56), no son especfficos de saponinas y -—
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TABLA 9. SOLVENTES SUGERIDOS PARA CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA DE SAPONINAS

EN KIESELGEL

SOLVENTE TIPO DE SAPONINAS . REFERENCIA

CHCl3/met:an01/agua B L

65:10-30:10 no polar (Ischesche & Wulff, 1973)

CHClalmetanollagua , »

65:35:10 no polar y neutra (Tschesche & Wulff, 1973)

Ac. Acético/etanol/agua : :

70:15:15 dcido y neutro {Tschesche & Wulff, 1973)
£

n=Butanol/etanol/agua s
1:1:1 : dcido y neutro

n-Butanol/etanol/amoniaco IM
60:13:30.5 polar y &acido

- n=Butanol/etanol/amoniaco S5M

7:2:5 polar y acido

(Coulson, 1958)

(Wolf & Thomas, 1970)

(Wolf & Thomas, 1970)

£ Desarrollado en cromatograffa en papel

Datos tomados de Saponins in food" (I4). -
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TABLA 10.'REACTIVOS DE REVELADO PARA LA DETECCION DE SAPONINAS POR CROMA-
: TOGRAFIA EN CAPA FINA (LISBOA, 1976)

NOMBRE

COMPOSICION

CONDICIONES"

Carr-Price

Liebermann-Burchard

Vainillin-acido
fosférico

Ekkert

sulfdrico

Tricloruro de antimonic

saturado en CHCl3b

302 anhidrido acé&tico
en Hcldo sulfirico al
50Z

de vainillina
fosfdrico/

Sol.
‘al 2% en ac.
etanol (1:4)

1Z p-anisaldehydo en -~
dcido ac&tico/dcido -

calor a 105

calor a 90°C .grig—aéﬁl;ﬁgiva

por 10 min. "

a

b

Esto ha sido usado como un reactivo himedo.

pracauciones durante su uso.

Datos tomados de "Saponins in food" (14).

El color praoducido depende de la naturaleza de la saponina

Es tOxico y se debe tener -
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es necesario que se usen varios criterios para s8u identifica-—-

cidn. Las 1am1nas pueden ser tambien rociadas con reactivos

especificos para azucaresf(tal como nitrato de plata). Un mé-

todo ha sido recientemen ‘e reportado en el cual la hem8lisis es

usada para detectar saponinas sobre las liminas de placa fina.

Las laminas son cubiettas con una suspensxon de eritrocitos en

gelatina y cloruro de 5odio isotsnico.; Las’ saponinas luego a-

parecen como manchas blancas.sobre un;foﬁdd verde (l4-).

Método de Honroe;‘rét.'ali;(ssj

El describe un m&todo para la deteccidn y estimacidn de -

las sapogeninas esteroidales en tejido de planta. Por este mé-

todo, las saponinas son detectadas por medio de . su actividad

hemolftica, si la muestra da una prueba positi%a, las saponinas
son hidrolizadas y las sapogeninas esteroidales en la mezcla -

cruda son detectadas y estimadas por medio de su espectro de

absorcién infrarrojo especIfico.

Procedimiento:

Extracci8n de las saponinas a partir de a1 ‘ﬁ;g'hﬁmeda.
400 a 500 g+ de tejido de planta es criturado.y.ZOO

turado se mezcla con aproximadamente 500 ml de alcoho

al 95%, se somete a reflujo por 15-30 minutos,' muestra ‘frfa

se filtra, se enjuaga y se lleQa a un Qolumen‘dell l1itro conm -
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alcohol etflico al 95%..

,Eiﬁ;écciSﬁ'hetiés.S;poniaas a partir de la muestra seca.
50 gfamas‘dé muéstra se pasan a través de una malla molecular
de 80-100 um, se.mezclan con 300 ml de alcohol etflico y se so
meten é reflujo por una hora. La muestra frfa se filtra y se

lleva a un volumen final de 500 ml con alcohol etilico al 80%

Deteccidn hemolftica de las saponinas. (estandarizacibn de
la sangre). 10 a 20 ml de sangre total humana se suspende en 100
ml de una solucifn acuosa de cloruro de sodio al 0.85%, 1la suspei
sidn se enjuaga otras 2 veces con cloruro de sodio al 0.85% y se
suspende en 400 ml de la misma solucidn. 10 ml de la suspensidn
turbia y 1 ml de soluciém de digitonina (10 mg de digitonina pé
ra en 100 ml de alcohol etflicoe al B0%Z), soun mezclados en tubos
de centrifuga de 15 pl, la mezcla se dela en repgso a temperxatura
ambiente por 5 minutos y se compara Qisualmente con un tuho de sqé
pensién de sangre que no fue tratada. Si la hemblisis es comple~-
ta, el tubo que contiene la digitonina es clara (esto puede che-
carse por centrifugacibn). La solucifn hemolizada da o no -
un precipitado rojo. De acuerdo a la experiencia del autor, -
la hemSlisis completa de 1 ml de digitonina no ocurre bajo esas
condiciones experimentales, de ahf que la suspensifin de sangre -
patrdn, es progresiﬁamente diluida con cloruro de sodio al 0.857

hasta 10 ml de suspensién de la sangre la cual completa la he-
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m6lisis a temperatura ambiente en 5 minutos. De esta manera, =
diferentes muestras de sangre deben de ser estandarizadas‘para

dar una hemdlisis equivalente con digitonina. La soluclan pa——

tron puede ser guardada por una o 2 semanas. bajo refrigeraciGn.,

Deteccifn de las saponinasi- Un mililitro de extracto

planta se adiciona a IQ ﬁi1 spSpéhsian:de~sangre estanda:izd%_

da.

ara la estandarizacién de sangre."

es observada igual que como

Si la muestra da una prugba»negac;va, ‘se descarta. Si 1a mues—

tra da un resultadeo positi@o-jlas saponinas son hidrolizad_s y

las sapogeninas esteroidales en el exttacto crudo son detecta—

das y estimadas por medio de

su espectro de absorci&n infrarro

jo caracterfistico.

Aislamiento de las aapbgenipasfcfﬁd?s,— bn& al{cuotaraei
extracto alcoh&lico equiQaleﬁEe ;»5.0 3 de la planta original
es evaporada bajo éorriente de aire en bafio marfa y el produc-—
to es transferido cop un total de 5 ml de alcohol etflico al -
50Z a un tubo de reaccidn de 1.6 x 13.0 em pro;isto con un tu-—
o T. Se adicionan 5 ml de benceno saturado caon alcohol etfli-
co al 50%, se agita vigorosamente y el tubo es centrifugadp_de

1500 - 2000 rpm durante un minuto. L.a capa de bemnceno se,deg—"

<carta y la extraccidn com benceno se repice. El exttactO‘de

tenceno contiene grasas, pigmentos,.etc., y es descartado.

zdiciona suficiente Acido clorhfdrico concentrado al’ extractof-‘
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residual para dar una poncen;:aciSh’de'ap;oﬁimadamgnQe;éN. Se

agregan uno o 2 ml de” 'suycondensador. -

El tubo se sumerge en 1§6°d”ﬁ§t Z;horas, -
despué&s se retira dél: 3 ;agrégé'ﬁﬁﬁilde bence
no con 10% de alcohol 1'1_td£§i§e;agita. se centrifuga
y se repite la extraccidn ZIVeéés{"ﬁl exfracto de benceno que
contiene las sapogeninas crudas;.se e;apora bajo corriente de
aire y se le agregan 2 ml de anhidrido acético, se mezcla y se
deja reposar por 1 minuto. El acetilado crudo de sapogeninas
es transferido a un tubo de centrffuga con 5 ml. de benceno y 4
ml de metanol saturado con hidrdxido de potasio, se mezclan vi-—
gorosamente e inmedliatamente se adicionan 5 ml de agua y se cen
trifuga. La capa de bencenc se guarda y el extracto acuoso me
tanSlico residual se extrae 2 veces m3s con benceno. La fase
de benceno que contiene el acetato de sppogenina se coloca en
un eQaporador bajo corriente de aire en bafio marfa y el residuo
sSe pone a peso constante a 110°C.

II1.d) Aislamiento de las ‘saponinas

Las saponinas pueden ser aisladas de las plantas por ex-
traccidn con sol%entes orgidnicos tales como acetona .o €ter die-
tilico, usando un extractor Soxhlet para remo&er 1fpidos, pigmen
tos, etc. E1 disolQente luego es cambiado a metanol para dar
un extracto crudo conteniendo a las saponinas. El método mas

comunmente empleado para aislar las saponinas de la planta es -
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el de Kitagawa et. al. 1976 (46), el aislo la soyasaponina I -

(mayor), II y III. (Estas poseen un’ soyasapogenol B como agli

cona comi@n) de un extract‘

etanolico de soya (Glycine Max Me-
rrill, Leguminosae) y elu'ido mediante evidencias qufmicas y =

fisicoquimicas 1ares;ructura—de las 3 soyasaponinas.
Método de Kitagawa et. al (46)

El extracto metandlico (l.4 Kg) se obtiene a partir de la
soya pulverizada que es desengrasada com n-~hexano y se extrae '
con MeOH a reflujo (57). El extracto preparado se fracciona emn
una mezcla de N-BuOH-Agua (1l:1) y la mezcla de isoflavona resul
tante se separa como un precipitado amarillo brillante. Duran-
te el procedimiento se realiza una cristalizacién fraccionada -
con MeOH de 1a mezcla de isoflafona, dando genistina de 253-255
°C (mp) y daidzina de 234-236°C (mp). (Ambas se identificaron

por IR y RMN.

La capa de n—-butanol se eQapora a presifén reducida para
dar un residuo, el cual se disuel@e en una pequefia cantidad de
MeOH y es colocada en una cantidad en exceso de &ter. E1 pre-—
cipitado crudo de las saponinas se colecta por f}ltraci&n y se
pasa a través de una columna de carbdn (200 g ) y celita 535 -

(200 g.) con metanol, para dar una mezcla de saponinas (= 30 g),

que se lavan con n-BuOH y una base débil.
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La porcidn insoluble (20 g) se colecta, se,cehtrifugé y

es cromatografi5da en sf{lica gel (500 g) eluygn&b}céﬂ qﬁCl3
MeOH-HZO (7;3;1) para dar soyasaponina i,tSISAg]}fI&ikd{s g),
III;(O.i)g) yfuha mezcla de soyasaponina‘ I v Ii_(Zgj._

‘iII.e)'Détérminacisn de la composicidn quimica de las saponinas

La determinacidén de la composicifn quiImica de las saponi-
nas por analisis de sus carbohidratos y sus agliconas en el hi-
drolizado dcido, es quiz@ el mEtodo mds confiable para su iden-—

tificacidén. Las té&cnicas empleadas para el estudio de la es--

tructura y estereoquimica de las saponinas, fueron descritas -

por N. Basu y R. P. Rastogl (54) en esta reQisiSn se informa -

la deteccidn de las saponinas y sus geninas, por medio del co-

lor que producen con varios reactivos, por ejemplo. Liebermann

-Burchard, cloruro de tionilo, &dcido fosfomolfbdico, &cido sfi1i

cotiingstico.etc. y por hem&lisis de sangre, Otros

reactivos que se describen para la deteccidn son: una mezcla -

de metaperyodato de sodio = permanganato de potasio y tri

cloruro de antimonio/cloroformo = Qainilla /cloroformo (5:4:1).

También reportan varios métodos para el aislamiento de

saponinas crudas y su purificacidn.

Las saponinas insolubles en agua, generalmente precipitan

en extractos alcohdlicos. La precipitacidn de saponinas solu-

bles em agua puedeefectuarse en forma de estearina o complejos de
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colesterol, ési las saponinas liberadas pueden cuantifi--—
carse. Basu. et. al. refiere el uso de electroforesis en paéEI
para la pu;ifiéaciﬁn de saponinas usando buffers de borato acuo
so ¥y sus geninas usando butanol: Acido ac&tico:agua (l:1:
2.25). Tambié&n reporta un método en el que emplean intercam--—
biadores de iones con el cual se obtienen magnificos resulta--
dos. Asf la araloside A, es absorbida en Dowex I y eluida con
10Z de dcido ac&tico seguido de 90X de alcohol, las saponinas
de Hedera Helex y Glycyrrhiza glabra:.son absorbidas por inter--—
cambiadores de iones de una solucidn de sales de saponina-trie
tilamina y eluidas por desplazamiento con lones c1”, las sapo-—
ninas de alfalfa son purificadas por cromatoétafia de intercam
bio . i8nico, previa a la precipitacidn con colesterol. En el -
caso de saponinas 3cidas, se reporta la ventaja de que las sa-—
poninas crudas precipitan con sales de sodio o de amonio o por
esterificacidn de los grupos carboxilo con diazometano antes -
de la cromatograffa por particién, Los aziicares son nor-—
malmente identificados por el m&todo con#encional de cromato--—

graffa en papel, en varios sistemas de solventes,

Los aziicares metilados indiQiduales. son identificados por
comparacidn ditecta_o por cromatograf;a de;gases usando una co
lumna de neofenthyl glicol adipato poliester al 5% en chromosorb
W (operando a una temperatura de 150° C). La espectrometria de

masas también es de gran valor en estas determinaciones.



52

Las fracciones de sapogenina obtenidas' : por hidr&lisis &-
cida, son identificadas por espectrometrfa de masas de alta re
luci8n, a trav&s de sus acetatos y €steres metflicos correspon
dientes. Las sapogeninas tambilén son identificadas por croma-
tograffa de gases. Para analizarlas, se silanizan por trata-—-—
miento rdpido conm TRISIL/BSA para producir trimetilsililesteres.
La mejor resolucidn de las sapogeninas sililadas se observa eﬁ

una columna empacada con SE-30 (o OV-1) en Gas-Chrom W a 280°C.

7).

Los benzoatos. derivados de la mayor¥a de las sapogeninas.
que se encuentran en especies de agaQe. han sido analizadasg --
por cromatografia_liquida de alta presidn (HPLC) sobre una co-
lumna de 250 x 4 mm i.d., Lichrosorb RP8 (fase re?ersa) usando
acetonitrilo—agua (80:20) como fase mGQil. La sarsapogenina,
deshidrotigogenina y diosgenina tambi&n pueden ser separadas -
en el mismo sistema (58,59 , 60). Por el uso de dos sistemas
de solventes {(isoctano/n-pentanol/acetonitrilofagua (124:35:12:
2). ©Para glicésidos de baja, mediana y alta polaridad es posi

ble separar 14 glicSsidos digitales en Lichrosorb S$i-60 (61).

Los glic&sidos cardidcos se pueden derivatizar con cloru
ro de p-nitrobenzyl (62, 63), de esta manera se mejora su de==

teccidén en el UV a 254 nm (63,64).
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III.f) Determinacifn cuantitativa de las saponinas

Varios de los mé&todos usaddslparé'la'ideﬁtificacian de -
saponinas pueden ser modificados para dar una informaciSn‘éﬁaE

titativa.

1.~ Andlisis cuantitativo de saponinas por determinacidn

de su rendimiento

Una indicacién ﬁtii para determinar el contenido de sapo
ninas de una planta, aunque solamente en lIimitesbajos puede -~
setr obtenido por determinacidén del rendimiento de 1la saponina
purificada siguiendo el procedimiento sugerido pox Birk, et. -

al., en 1963 (64) o bien el de Applebaum et. al. en 1969 (65).

a) Método de Yehudith Birk, A. Bondi, B. Gestetuner and I.

Ishaaya.

200 gr de flor de soya se suspenden en 22 de etanol al =-
80Z, se agitan por 23 horas a 50-60°C y el residuo se extrae —
degpués de la filtraci&n con otros 22 de etanol al 80%Z. E1 -

etanol se remweve de los filtrados combinados por destilacidn.

Los pigmentos y otros materiales se remueven por extrac-—
cidn de la solucidn con porciones de 200 ml de &ter etflico --

hasta gque el color desaparezca. A la solucidn acuosa remanen-—
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te se le agregan 20 g: de cloruro de sodio y dcido eclorhidrico
hasta pH de 4-5 y se mezclan con 300 ml y 150 ml de butanol su

cesivamente, Los extractos combinados de butanol se lavan 2 -

veces con 50 ml de cloruro de sodio al 5%. La fase laQada'dé

butanol se concentra bajo corriente de aire obtenié&ndose ‘un’ -

rendimiento de 4 gr de material crudo.

1 gr de 1la preparacidn seca se suspende en 100 ml de

agua y se trata con 1 g. de mon8xido de calcio. El precipita-

do formado, se separa por filtraciém, suspendié&ndolo en 50 ml

de metanol al 80Z caliente y neutralizando con dcido clorhidri

co. La solucidn turbia resultante se filtra y se concentra a

0.75 de su Qolumen. Se adicionan 50 ml de agua y el precipita

do de soya se colecta por filtracifn, se lava con acetona y se

seca.

Para determinar la actiﬁidad hemolftica del extracto de

saponina se usa el mé&todo de Kofler's (l4) y O'Dell et. al. -
(66) para esto 1l ml de extracto de saponinas en buffer de fos-—

fato 0.3M pH 7.4 se mezcla en un tubo de ensayo con 1 ml de

suspensidén de gldbulos rojos preQiamente lavados. La suspen-—-—

-

818n mezclada se deja reposar a temperatura ambiente por 20

Hrs. La hemdlisis se define de acuerdo a Buchi (41), como la

ausencia de precipitado en el fondo del tubo de emsayo y el In
dice hemolIftico se calcula diQidiehdo el peso de la mezcla de

reaccidn, entre el peso de extracto de saponina ensayado.
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El efecto inhibitorio del extracto de saponinas sobre la
actividad proteolipica de larvas de Tribolium castaneum es exa

minada por el m&todo de digestidn de caseina a 280 mu (64).

La separacidn por cromatograffa en papel del extracto -
de saponinas se hace en papel filtro WharmanNo. 3MM. E1 papel
se lava antes de la cromatograffa com butanol/etanol/agua -—-
(6:2:3) y se seca. Se aplican soluciones de extracto de sapg

nina en etanol al 80X en direccidn ascendente. Las manchas
son detectadas por inmersidn del papel en reactivo de Carr Pri
ce (solucidn saturada de tricloruro de antimonio en cloroformo)

y calentado por 5 minutos a 100°C, los cromatogramas se hacen

por duplicado y la mancha que no se hizec reaccionar con reacti

vo de Carr-Price se eluye con etanol al 752, el etanol se re——

mueve por destilacién y en los residuos se examina la activi--—

dad proteoclftica

b) ME&todo de Shalom W. Applebaum, Shlomo Marce y Yehudith

Birk.

Identificaci8n cromatogrdfica y caracterizacifn de semi-

1llas de leguminosas. Las sapouninas se extraen con etanol al
.

80X como lo describe Birk et. al. ( 64). Los extractos etandli

co3 se tratan con éter dietflico para remover los pigmentos re
siduales. La solucién acuosa libre de Zt=r se lleva a un pH 4

y se refrigera toda la noche. El precipitado formado se remue
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ve por cen:tifugaciéﬁ}a 1O;;009,x‘c por 30 minutos.. El sobre-
nadante se trata con‘CaQ,icéhiégicagiGﬁ constante paré precipi
tar las saponinas. ‘- La mezéla se fi1tra a través de papel fil-
tro Whatman Noﬁl. Las s;pﬁﬁihas se encuén:ran, tanto en el pre
cipitado, como en el filtfado. Las saponinas sobrenadantes -
son una fraccidn distinta y mno precipitan con exceso de CaO.
El precipitado que contiene las saponinas como sales de Ca, se
mezcla con 20 ml de etanol absoluto y 1la suspensidn etandlica
se meutraliza con H,50, d11ufdo, la solucidn se lleva a una con
centracifn final de etanol al 80% y se agita toda 1la noche a -
55°-60°C. El filtrado se concentra em vacfo a un volumen nini

mo de agua y se 1iofilfza (Preparacién 1I).

El sobrenadante obtenido, después de la precipitacién de
las Ca—saponinas, se trata de manera similar, se extraen con -
etanol y se neutralizan con HZSO4. después se concentran a va-—
cfo y se liofilfzan (Preparaciénm II). La separacidn cromato--
grifica en papel de las preparaciones se hace en papel filctro
Whatman N. 3 MM, como se describe por Birk et. al. (64) para -

saponinas de soya.

Para la identificacidn de los componenﬁes de la aglicona
de las diferentes preparaciones de saponinas; se hidrolizan en
RZSO4 IN en dioxano-agua (1:3) por 5 horas bajo reflujo (con--
diciones 8ptimas para la hidr6lisdis de saponina de soya). E1l

hidrdéxilado frfo se diluye con agua y las sapogeninas son ex--
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trafdas con Eter dietilico y analizadas pot ctomatogtafia en -

papel circular de acuerdo ‘eon Gestetner (55).

La actividad hemolftica in vitro, se determina por el mé&-
todo de Buchi et. al. (41} y el Indice hemolitico se calcula -

de acuerdo a Wasicky and Wasicky (65),

2.—- Biloensayos para el andlisis cuantitativo de saponinas

Los bioensayos que gse han empleado para determinar el con-
tenido de saponinas, se basan en la propiedad que tienen de =
formar espuma en soluciones acuosas, la de hemolizar células -
sangufneas, en la propiedad de inhibicién de 1la actiQidad pro-—
teolftica de larvas de Tribolium castaneum (ya mencionado) ~—-—

( en el grado de inhibicién del crecimiento de Trichoderma

viride o bien en su grado de toxicidad sobre los pescados.
a) Medicibfn de la formacidn de espuma.

La actividad de formacién de espuma de las saponinas se =
mide por el método de 0'Dell et. al. (66)s el cual Incluye 1la
agitacién de 5 ml de 0.01 - 1Z de saponina en K,HPO, 1/E5 M -
por un minuto en un cilindro graduado de 25 ml midiendo la can
tidad de espuma tomada después de otro minuto. Este m€todo cg

rrelaciona la cantidad de espuma formada y la concentracidn de

saponina cuando se examina con diferentes cantidadeas de varias
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saponinas.

b) Metodos basazdos en la hemblisis de c&lulas sangulneas.

Los m&todos amtiguos fueron descritos por Kofler (14) y -
Birk (4). La confiabilidad de estos mé&todos recae en una con-—
centracidn critica de saponina, la cual es :eguetida para el -—
rompimiento de los eritrocitos (Indice hemolftico). En este -
método, varias cantidades de material que contengan saponinas
son mezclados con. una suspensifn de eritrocitos lavados en bu-
ffer fsot8nico a pH de 7.4. Después de 24 horas, la mezcla es
centrifugada y la hemb1lisis se indica por la presencia de hemo
globina en el sobrenadante. La m;nima cantidad que pueda pro-—
ducir hemSlisis dar3 la concentraci8n de saponina que ptofeeré
el fndice hemolftico para la saponina en particular. El1 fndi-
ce hemolftico dependerﬁ. tanto de la naturaleza de la saponi-
na y de la especie animal de donde los eritrocitos fuerom obte
nidosa. Este dato es esencial cuando se usan estdndares prepa-—
rados a partir de muestra de saponina purificada o de mezclas

de saponina que ya han sido medidas.
M&todo de Majko et. al. (67)
En este mé&todo la alfalfa semezcla com solucién salina f£4

siolfgica para eluir las saponinas. La sangre se aidade al elua

do y la hemSlisis es medida espectrofotométricamente por un 1imn
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cremento en el colorirojo,:

M&todo de Monroe E. Wall (mo&ifiggdo);fﬁssff :ﬂ;:'i‘;,
Se basa en la propiédad que tienen las saponinas triierﬁg
noides de unirse al colesterol que rodea a los etitrocitos. -
disminuyendo la tensidn superficial de la membrana y provocan-—
do como consecuencia su ruptura. Como el glSbulo contiene he-
moglobina, €sta queda en libertad y pasa a disolverse en el ‘11

quido en' el que estaban suspendidos los eritrocitos. La hemo~=

globina por ser de color rojo absorbe a 540 nm.
Preparacifn de los extractos:

2 a 3 g de muestra se hierQen a reflujo con aproximadamen
te 20 ml., de etanol, agitando durante 25 minutos. Se enfrxfa -
la mezcla, se filtra cuantitatiQamente. se lava el residuo y =

se afora a 25 ml utilizando el mismo disol%ente.

De cada extracto asf obtenido, se utilizan 0.4 ml como m§

ximo. Los extractos usados se diluyen o concentran para hacer

la determinacién.
Preparacisdn de eritrocitos:

10 ml de sangre se agita con perlas de. vidrioc con el obje
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to de desfibrinarla. Se hace lo mds cuidadosamente posible pa

ra que no se hemolice demasiadeo. Enseguida, se adicionan 10 -

ml de solucidn salina y se centrifuga a 2000 rpm a 18°C y se -

decanta el sobrenadante. El paquete de eritrocitos obtenido

se resuspende en solucidn salina y se centrifuga nuevamente. =

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 dilucién 1:4 utilizando solucibn saiina con agar.

Procedimiento:

1.

2.

3.

Se colocan 0,2 ml de ia susﬁensiﬁn de glﬁbUIOS'en un tu
bo de ensayo, sin que resbalen por las paredes.

Se adicionan 5 ml de soluciﬁn salina a cada tubo

Se afiaden voliimenes de etanol qué Qaq de 0.0 ml a 0.40
ml de acuerdo a la cantidad de extracto problema que -
se utilice, La suma de ambas alfcuotas debe ser igual
a 0.40 ml.

Se adicionan los problemas. El Qoluﬁen que se utilice
serd aquel cuya hem8lisis se localiza en el centro de
la curva estindar. Esto quiere decir, que antes de la
determinacibn propliamente dicha, se haridn tentaci§as
para decidir si se concentra o se diluye el extracto =
original.

OUna Qezquese'adiciouaron los extractos, se agitan rdpi

damente y se dejan reposar por 10 minutos a temperatu-
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ra ambiente. Es impértante hacer notar que el tiempo
de agitacidn debe ser igual para todos los tubos, ya -
que es un factor decisivo para el rompimiento de las -
c&élulas.

6., Se centrifugan los tubos y el sobrenadante se lee a -
540 nm contra el blanco para obtener A, Se hace un du
plicado de cada muestra ’

7. Debido a que la mayorfa de los extractos presentan co-
lor, és conveniente restar su absorcidn de la corres-—-

_pondienCe 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 obtenexr B.

8. Como: D.0. de la hemoglobina libre = A - B, la D.0. re

sultante se interpola en la curva estdndar correspon--—

diente.

Curva estandar de saponinas.

Se procede en la misma forma que para los extractes, sdle

’ i :
que sustituyendo estos por la solucifn patrén. ‘Se trabaja en

rango de 40-60 ug (0.1-0.4 ml). Las condiciones para la curva

y problemas deben ser exactamente iguales.
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M&todo de Kartning et. ‘als, (14)

Es uﬁa variante muy sensibie del método de hemdlisis. En
€1 se usan discos de papel filtro que son mojados con la solu-
cidén de saponina y embebidos en una preparacidn de eritrocitos
en gelatina. El didmetro del &rea durante la cual se extendis
la hemélisis en un tiempo especifico es proporcional a la con-

centracidn de sapouninas.
Método de Khristow (68)

El describe un m&todo de cuantificaci8n de sapomninas por
difusifn en agar. En easte mE€todo las saponinas son cuantifica
das con 5% de error por difusifn en agar sangre por incubacibn
a 37°C, durante 16-—18 horas, usando soluciones de saponina

a pH de 7.4, despufs deremoverlas saponinas del extrac

to (45% de EtOH).

c) Mértodos basados en la inhibicidn del crecimiento de mi

croorganismos.
HEtodo de Horber (g9)
El 1ded una té&cnica para estudiar las saponinas de la al~-

falfa en relacisn a la sobrevivencia del gusano de la papa y -

la pulga de chiIcharo. Esta t&cnica fue desarrollada en base a
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estudios previos en donde se encontrd que las saponinas de las

legumbres, constitufan un mecanismo metab8lico de defensa de -

la planta, al ataque de los insectos (65) y de que las saponi-
nas de la alfalfa (7) interferfan con la actividad normal de -
los fmsectos, Este bioensayo diferencfa claramente saponinas

de diferentes orIgenes (ej. Yucca sp) medicago sativa y dife-~-
rentes variedades (ej. Lehantan y DuPuites). En un programa -
de crfa, se intentd bajar los niveles de saponinas de la alfal

fa, para este estudio se usd un biocensayo con-el hongo tricho-~

derma viride (70).
MEtodo de Zimmer, et. al. (70)

Se preparan extractos por triplicado de hoja de alfalfa -

seca molida de la famila 36 Fi Yy Si, suspendiendo 10 gr de 'ho

jas de alfalfa seca y molida en 100 ml de agua déscilada, 1la

suspensién se mezcla por 20 minutos. a 121°C bajo presidn y se

filtra. Los extractos recuperados de la familia de planta

36 Fl y S1 se usan en proporcidn 5, 10 y 20% en una formulacidn

al 2% de potato — dextrosa — agar. Para cada clase de medio

se usan cajas petri por triplicado. A cada caja petri se siem

bran con un disco de 5 mm de Trichoderma Qiride.

Enseguida, las cajas se incuban a 30°C y se miden los dia

metros de las colonias, despufs de 48 horas. Los datos obteni

=idos se convierten a un porcentaje de control con placas con-
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trol conteniendo {inicamente 2% dérpqtato - dextrosa- agar. -

Los datos obtenidos se someten:a’u aniiisis estandar de va--—

rianza y covarianza.

e dcido medicagénico en

Livingston describeriQS
alfalfa seca, conceh:réd fdélhoja de alfalfa y al

falfa germinada (71)

Método de Liyingscon‘et

Reactivos. '

- Emulsién antiespumante  (FG-10)

- Pét;to dextrosa agar (PDA) ph 5.6 a 25°C

~ Estdndar de saponinas. Muestras de dcido medicag&nico
de alfalfa, conteniendo 0.2 mg/ml de agua

- Trichoderma virvide.- los hongos crecem en P.,D.A.
Preparacién y purificacidn del extracto

Pesar cuidadosamente 1 & 2 gf de producto de alfalfa em -~

un matraz Qoluméttico de 100 ml y adicionar 30 ml de etanol--—

agua (l+1) el matraz se conecta a un condensador y se coloca -
en bafio marfa a 95°C de tal forma gque cubra o1 nivel de -

disolﬁente, se pone a reflujo durante 2 % horas, se enfrfa y -

se filtra a través de un filtro de Qidrio. Los cristales son
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lavados 3 veces con porciones de 5 ml de agua. Se combinan -
los lavados, se transfiere a un frasco de fondo redondo, se a-
dicionan 2-3 gotas de emulsidn antiespumante. La mezcla se e-

vapora a vacfo en un evaporador rotatorio en bafio maria.

El residuo se disuelve en 2-3 ml .de agua y se transfiere
a un matraz volumétrico de 10 ml y se ajusta su volumen. Para
la preparacidn e inoculacidn del medio se disuelven 39 g de -
potato dextrosa agar (P.D.,A.) en un filtro de agua en ebulli--
cddn y vaciar el medio en tubos de cu1t1§o, (8 ml1/tubo) tapar
Bl medio pue-

los tubos y autoclavearlos 15 minutos a 15 psi.

de almacenarse hasta un mes perfectamente tapado.
a) Adicién de estindar de saponinas.

Colocar los tubos con medio en bafio marfa hasta que esté

lfquido y adicionar O.! ml de solucidn estidndar de saponinas

por cada tubo,
b) Adicidn de extracto.

Adicionar alfcuotas de la muestras a cada tubo con medio

¥y mezclar el contenido y autoclavear 15 minutos, vaciar en ca-

jas petri estériles. Después, enfriar e inocular las placas

de muestra con trichoderma viride para control si usa PDA. 'To

me indculo de la periferia del trichoderma a partix del control
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de agua y colocar por un tiempo_dg 64—74 hotas'é 120°cC.

Medicidn de 1& pocencia.— Hedit el ctecimiento en cada -~

disco en cm ¥y calcular el Z de crecimiento de 4 Placas con:rol

para cada ensayo, preparar una - curva estandat con® saponina de

alfalfa pur:ficada.

Antes del andlisis se requlere determinar el rango relati

vo de la potencila. Se analizan todas las muestras a 3 niveles

por duplicado. Calcule la concentracidn de saponina (en Z) ¥y

en muestras desconocidas por andlisis de la relacidn de incli-

nacidn, usando la porcién de 1la curva donde tanto el estandar

como la muestra, dan lIneas de respuesta.

M&todo de Jomes, M, aad Elliott F, (72)

‘Degarroliaron dos ensayos, en base a los resultados obte-~

nidos de la deteccifn de saponinas por hemdlisis de eritroci--

tos. Uno mediante la evaluacifin de ensayo con peces y otro

por determinacidn qufmica de saponinas.

Ensayo con erditrocitos.

Los extractos de saponina cruda se preparan remdjando 2
g de holas de alfalfa en 23 ml de solucildn salina fisloldgica

120 min. La mezcla se filtra a través de 2 capas de gasa y el
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filtrada colectado sé'refrigerg a 2°C hasta su uso.

La solucidn de eritrocitos se prepara por centrifugaciﬁn

de la sangre humana citratada a 5 900 X p m. - dur'nte 5 minu:oa.

las c&lulas sangufineas colectadas se lavan dos veces y se sug-

penden en un volumen que varfa de (20 f,980,m1)zde solucién sa

l1ina fisioldgica.

Para evaluar cada extracto de planta'se usan diez tubos -~

conteniendo cada uno 1 ml de l1a preparacién de eitrocitos. 1

ml de extracto de planta se agrega al tubo No. 1, se mezcla y

se toma L ml para transferirla al tubo No. 3, el contenido del

tubo No. 3 se mezcla y se transfiere como el anterior a través
de los tubos 5, 7 y 9. 1 ml de extracto de planta dilufdo =-

(1.3 ml de extracto de planta + 0.7 ml de solucidn saliné) se -

colecta en el tubo No. 2, se mezcla y se transfiere de la mis-

ma manera a tra&és de los tubos &4, 6, 8 y 10.

Para esto se usa una jeringa del ml Larelacifn de el irolumen de la
preparacidn de eritrocitos al 2% IQolumen de extracto de plan-

ta no dilufdo es 1.00/1.00, 1.00/0.65, 1.50/0.50, 1.50/0.33, -

1.75/0.25, 1.75/0.16, 1.88/0.13, 1.88/0.08, 1.94/0.06, 1.94/0.04

en tubos de 1 al 10 respectivamente. Los tubos son colocados

por 30 minutos, enseguida se sacan del bafio y se dejan a tempe

ratura ambiente por 15 a 20 minutos antes de la lectura,
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Las concentraciones de los extractos de-pIAnta eﬁrlaxmez—
cla de reaccién se obtienen por transferencié dé,la m;tad‘de -
ia mezcla inicial de extracto de planta -~ erittocifos a ttavés
de una serie de tubos conteniendo solamente preparacidn de eri

trocitos. En esta serie la concentracidn del extracto de plan

ta disminuye y en las distintas series estdndar la concentra--
cidén de eritrocitos incrementa. Este método ridpido permite la
obtenci8n de gradientes de concentracidn y los resultados son

parecidos a los obtenidos en una serile estidndar. A la concen~

tracidn mis baja del extracto de planta que causa hemdlisis

completa se le llama titulo. La hemdlisis completa se define

como la ausencia de sedimentacidén eritrocitica en el fondo del
tubo de prueba. El valor del tftulo de hemdlislis se establece
con el Gltimo tubo que contiene una hemSlisis completa y la es

timacifn del porciento de hemSlisis en el tubo adyacente.

El valor hemolftico se calcula como:

Volumen de extracto a la concentracifn tftulo

Nota: para cada muestra se hacen 2 determinaciones
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Bioensayo con peces

Se usan pequeifios lotes de pimephalea promelas de fuente -

comerclal de 4.0 - 4.5 cm de longitud, que se colocan con agua

a 20°C por no mis de 2 dfas. El extracto crudo de saponinas «

se prepara mezclando 2 g. de alfalfa fresca em 23 ml de agua -

destilada por 120 minutos. La mezcla se filtra a travé&s de -~

una gasa y el tejido y el filtrado se colecta y refrigera a

2°C hasta au uso. Para cada planta por analizar un pez se co-

loca en una copa de papel encerado conteniendo 90 ml de agua

destilada a 20°C, Si el pez se nota calmado y sano a los 5 mi

nutos, se le afiade 10 ml de extracto de alfalfa. Los peces -

son cubiertos durante el ensayoc (180 minutos miAximo). El tiem

po en el que el pez queda 1nmo§ilizado se anota. Se recomien-—

da hacer 2 determinaciones para cada extracto por analizar.
Ensayo QuiImico (basado en el M&todo de Van Atta e. al) (73)

/4
En un matraz Erlenmeyer de 1£ se mezclan 15 g de muestra

picada y seca con 75 ml de agua. La muestra se deja reposar 5

horas y se le adicionan 210 ml de alcohol etflico al 952 se

mezcla, se tapa y se deja reposar 20 horas; después se le adi-

cionan 53 ml de alcohol etflico al 952 y 162 ml de agua. El -

volumen del 1fquido adicionado es de 500 ml y la concentracién

de alcohol etflico final es 50%. La mezcla se filtra en papel

¥y a una porci8n de 50 ml . de extracto de solucidn alcoh§1ica —_—
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(equivalente a 1.5 g de muestra de aire) se le adicional g. de
carb6n activado y es colocado en vapor de aire calliente con a-
glitacidén ocasional por 15 minutos. Por medio de un filtrgwse
succifn de 5.5 cm, el extracto se filtra radpidamente a través
de papel, se enjuaga y se completa a 100 ml comn 50% de alcohol
etf{lico. El filerado se evapora y se termina de secar con co-—
rriente de aire caliente. E1l residuo se disuelve con 20 ml de
agua hasta completa disolucidn y se agregan 1.5 g de carbdn
activado. La mezcla se agita ocasionalmente y se continua;ca-
lentando con vapor por 5 minutos. La mezcla se filtra~a tra=-—
vés de papel. Si el filtrado contiene carbfn, se vuelve a -
filerar hasta obtener un filtrado libre. Se laQa el carb8n que
queda en el embudo con 4 porciones de 20 ml de agua seguida de
2 porciones de 10 mnl de alcohol etflico al 20Z, las saponinas
quedan adsorbidas en el carbdn y el filtrado y 1los lafados se
descartan. Para eluir las saponinas adsorbidas en el carbén,
&ste se laﬁa con una mezcla de piridina (grado purificado) y -
alcohol etflico absoluto, 3:7 (QIG). Se eQapora el alcohol y
la piridina en vacfo, el residuo se introduce en una estufa -

durante 16 horas a 65°C y el residuo se pesa como saponinas.

"tatiQo de _saponinas

En 1941 los inQestigadotea: Wasickl’ Yy Schulk, O.I

Sarmol (.7 ) propusieron los métodos espectrofotométricos para
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la determinacién '‘de saponinas. Estos métodos se basan en la -

formacidn de. compuestos de absorcidn derivados de las saponinas.

Método . de Walker et. al. (74, 75)

Describe un método para la determinacibn de saponinas en

azlcar de remolacha, en este método las saponinas se precipi-—-

tan a partir de las soluciones de aziicar por acidificacién.

El :precipitado se:radiguslve y se:filtray el filtrade es determinado co-

lorimétricamente, al hacer reaccionar las saponinas disueltas

en dcido acético glacial con SbCls al 10X en CHCl3 durante 10

minutos dando lugar a la formacifn de un color rojo que absor-

be a 535 nm.

Procedimiento:

Disol%er 125 g de aziicar en 250 ml de agua y adiciomar

2.5 ml de HCl concentrado. Filtrar el precipitado en un embu-

do Buchner y lavarlo con agua acidificada. Se deja secar du=--

rante 20 minutos a 105°C. Disol&er el precipitado enr 8 ml.de
dcido acé&tico glacial caliente y aforar a 10 ml. Para la de--
terminacifn colorimé&trica se coloca en un tubo de ensayo 1 ml
de la disolucidén y se adlicionman 7 ml de SbCls al 10Z en CHc13.

Mezclar y dejar reposar por 10 minutos y medir la absorbancia

a 535 nm. El contenido de saponinas ae calcula por interpola-
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cidén en una curva estdndar.

Procedimiento:

En un matraz de 500 ml disolver 50 g de azicar con 150 -~
ml de agua a Eempershuraamﬁiente v ilevar a un pH de 1 - 1.4 -
con HC1l. 'Filtrar 1la mezcla a través de un filtro de4§1drio -
pre@iamente lavado con 5 ml de #Acido ac&tico glacial caliente
¥ 30 ml de agua. Enjuagar el matraz con 15 ml de &Hcido diluf-
do ( 1 m1 de dcido conmcentra + 1 litro de agua) y pasar ; tra-
vEs del filtro. E1l eluado obtenido se trata com 5.2 ml de dci
do ac§t1co glacial caliente y se colocan alicuotas de 1 ml en
frascos Qiales limpios. Para los blancos se adicionQn en 2 -
Qiales por separado I ml de saponina y umn ml de eluado Scido -
respectiﬁamente. A todos los ?iales se le adicionan 7 ml de -
Sbc15—cnc13. se dejan reposar durante 10 minutos y se lee la =

absorbancia a 535 nm.
MEtodo de Van Duurem A.J. (76 )

Van Duuren describhe un m&@todo espectrofotomEtrico para 1la
determinacifn de saponinas en remolacha, usando sapogenina co-
mo material de referencia. En este mé&todo el Jugo premnsado se

acidifica a pH de 1, se calienta una hora a 100°C, se enfrfa
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y se centrifuga, se tira el sobrenadante, el residuo se lava -
con agua acidificada y luego se disuelve en EtOH. Se évapora

un volumen de esta solucifn conteniendo 0.5 - 2.0 mg de saponi
na hasta 5 ml, se agregan 4 ml de agua y 1 ml de HC1l 12N. La

digsolucidn se somete a hidr8lisis 75 minutos a 100°C. Se eva-
pora el etanol en vacfo, la solucifn remanente se acidifica -
con 5 ml de HC1 12N y se extraen las saponinas con 10 ml de -~
CHCI3 (en porciones pequefias). En tubos numerados como A y B.
Se evaporan por duplicado 4 ml de la fase orgidnica a sequedad.
A los tuboa A y B se les agrega 3 ml de una soluci8n que con—--
tenga 3 Qolﬁmenes de AcOH, 6 Qolﬁmenes de Aczo, 1 Qolumen de -

stob; ¥ la muestra B en 3 ml de una solucién que contenga 9 -
voliimenes de AcCH y 1 Qolumen de.stob. Se mide la absorbancia

de A Qs B (blanco) a 525 nm despdés de 8 minutos.

M&todo de V.A. Nagormaya et. al. (77 )

En el intento de determinar el contenido de saponinas en
Jugo de catbonata#i&n y en 1os'sediﬁeﬁtos de los productos de
la produccisn de az{icar, Nagornaya prob§é 2 métodos colorinmétri
cos para la determinacién de saponinas. Uno con SbCls mostran
do absorcifn médxima a 525 nm (83, 84) y otro com H,S0, basado
en la formacidn de un;colar rojo; debido al anillo terpeno de
la saponina. Nagornaya compard los resultados obtenidos y en-
contrd que el mé&todo de formaciﬁh de compuestos coloridos con

SO, era el mejor para el control rutinario en la industxria -

B,80,

2
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del azdicar.
M&todo de Kisihara, Siro, Simizu ‘& Tosihide, (78 ) -

Ellos estudiaron el ﬁétodo coloriméttico del SbCl5 (penfs
cloruro de antimonio) desarrollado por Walker (99, 100) y en——
contraron que 10 minutos eran insuficlentes para la aparicidn
del color, ademds, estudiaromn la formacifn de reaccidén de co--
lor a 20, 30, 35 y 40° con respecto al tiempo y encontraron que
50, 30, 15 y 10 minutos éran el tiempo necesario para llegar a
la m3xima absorbancia respectifamente. La dintensidad del co--
lor no cambif en 30 minutos a 20°C. Ellos propusieron la si--
guiente modificacidn: 1 ml de solucidén de saponina en HOAc es
pipeteada en un tubo de ensayo y se adicionan 7 ml de SbCl5 -
102% (Qol/vol) en Cﬂcla. El tubo se sumerge en un bafio de agua
a 35°C por 15 minutos y 1la solucidn es transferida a una cube-
ta para leer su absorbancia a 535 nm en el colorfmetro. La -
curva estdndar fue obtenida con solucidn de saponina tenalida‘
preparada por el m&todo de F.G., Elis e:; al. (1952) asf; él con
tenido de saponinas C se calcula como (mg/ml) - 0.217D + 0.033
(para absorbancia, D = 0.3 = 1.0 a 535 nm) y C = (D—0.0ZS) /

(1.7 + 3.7D) para Db 0.3).
Método de Gestetner, et. al. (79 )

En este mEtodo el contenido de gsapogewinas en el.hidroliza-
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do dcido se determina usando el reactivo modificado de Lieber-
mann Burchard despu&s de una purificacidn preliminar sobre co-
lumnas de alumina. Las 5 sapogeninas conocidas (sapogenoles -
de soya A, B, C, D y E) dan un color parecido por unidad de Pe
so con este reactivo. Una relacidn 1:1 de sapogenina - azdcar
es tfpica para varios extractos de saponina de soya preparadas
de algunas variedadeé y este dato es usado como un factor de -

conversién de sapogeninas en contenido de saponinas.

En este m&todo, las sapogeninas de soya se aislan hidroli
zando una muestra de extracto de saponina de soya (10 mg/ml) o
sus fracciones en H,s80, IM en dioxano - agua (l1:3) por 4 horas
ﬂajo reflujo. La solucifn es enfriada a temperatura ambiente,
dilufda <con agua (20 ml) y las sapogeninas son extta{das con
tres porciones sdcesifas de Ecer. ‘Los extractos combiﬁadoa -
de éter son laQados. secados con sulfato de sodio anhidro y el
éter es eliminado. El residuo que contienen las sapogeninas -
de soya se recoge en una pequeﬁé cantidad de bencenoc y es puri
ficada en una columna de aldmina (10 g. de alﬁmina acti%ada -—
ALLOAF-20) suspendida en benceno y 0.4 ml de solucidn acuosa -
de scido acético. 10Z, para esto el residuo es agitado por 30 -
minures, colocada en una columna de 15 mm de digmetro Yy lafada
con 0.4f de benceno. Varias impurezas son remoQidas por laQa-
do de la columna con 200 ml de benceno y las sapogeninas son g
luidas con 500 ml de una solucidn en benceno. Esta solucidn es

concentrada por corriente de aire y el residuo disyelto em 25
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ml de cloroformo. La determinacidén de sapogeninas es llevada
a cabo en tubos de vidrio con tapa en alicuotas de 0.5 -~ 1.0
ml, los cuales fueron evaporados bajo corriente de aire y des-
pués enfriados con 3 ml de Acido acético glacial seguido por -
2 ml de HZSOA concentrado. Los tubos fueron tapados y agita--
dos vigorosamente. Un color amarillo es desarrollado de inme-
diato y despfies de pocos segundos, cambia a violeta. E1 tubo
es enfriado a temperatura ambiente y sus absorbancias son lef~-
das a 530 mm con un blanco respecci§o. Por estudios hechos --
por los autores, sBe concluye que el contenido de saponinas de
la soya puede sSer estimada como el doble de la cantidad de sa-
pogeninas, el mé&todo cuaqtitatiﬁo descrito se basa en el uso -
del reactivo modificado de Liebermann—Burchard. El uso de es-
te reactiﬁo tiene ciertas limitaciones, puesto que no es espe-
cf{fico para sapogeninas ya que puede reaccionar con esteroles
y sustancias relacionadas;iademﬁs, el HZSOA altamente concen-—-=
trado en la mezcla de reaccifn puede tambtgn producir Interfe-
rencia con otras sustancias orsﬁnicap. pero esta dificgltad -
puede superarse por introduccibfn de un paso de purificaciém cro
matografica. Este paso es esenclial, no solamente para la de--
terminaciﬁn del contenido de saponinas en hidrolizados &dcidos,
sino tambi&n para la pureza relatiﬁa del extracto de sapogeni-
na de soya, la proporcién de sapogenina/aziGcar (l:1) puede ser
usada como un factor de conversidn del caontenido de sapogeni--
nas a saponinas. Asf el contenido de saponinas de soya puede

ser estimado como 2. veces la cantidad de sapogeninas. Este mé
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todo puede ser aplicable a la determinacidn de saponinas en o-

tras 1eguminosé§,

M&todo de Hiai, et. al. (80 )

El propone un mé&todo para la determinacién de sapogeninas
esteroidales, en el cual se usa Qainillina y dcido sulfirico.
Siguiendo el procedimiento se observd que esta reaccifn, no es
especIfica para sapogeninas, porque algunos esteroles,.ﬁcidos
biliates y sapogeninas triterpenoides tambi&n dan crom8foros.
Por otré lado, se sabe que las sapogeninas tratadas can &dcido
sulfiirico concentrade producen croméforos caracterfsticos, -

los cuales sin embargo, no .absorben a la misma longitud de on-

da. Ademids de que 2k problema de interferencia es muy marcado.

Procedimiento:

— Preparar una solﬁcian de. vainillina % (w/¥) : 800 mg de
Qainillina (grado analftico) se disuelve en 10 ml de 99.5%2 ~-
J(QIQ) etanol (grado analftico),. la soludiﬁ# se debe preparar -
cada vez que se haga la determinaciSn;

- H, SO0, al 72% (Q[Q)i a 28 ml de agua desionizada, se le

2774
adicionan 72 ml de H,S50, grado analftico al 95% w/v. 0.5 ml

-

de solucifn de vainillina y 5.0 ml de Hcido sulfiirico, se mez-

clan en un bano de hielo. Se prepara un blanco de reactivos =
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con agua o etanol 'y se 1éeh‘1as“absdfbaucia8~dé‘450 a 700 nm -

en un espectrofotdmetro.

M&todo de Baccod;fetiléf;

Este método se baéa‘én‘tfabgjss anteriores donde se sugie
re el uso de un reactivo consistente en Feide sﬁifﬁrico concen
trado (1 ml); anisaldehido (0.5 ml) y 3cido ac&tico (5 ml) pa-
ra‘revelar esteroides y particularmente sapogeninas, despu&s -
de su separaci&n por cromatogtaf;a en placa fina. Sin embargo,
como la mezcla es inestable y-rdpidamente desarrella um color
rojo obscuro no es aplicable a espectrofotometrfa, Baccou, su-
gilrid: A) 0.4 ml de anisaldehido ademds de 99.5 ml de acetato
de etilo y B) scido sulfidrico concentrado, El reactiQo A es =
estable; el dcido sulfﬁrico concentrado es posible diluirlo en
el mismo Qolunen de acetato de etilo dando lugar al reactifo C)
50 ml de Scido sulflrico concentrado ¥ 530 ml de acetato de éti
lo. Para la determinacidn de sapogeninas por este m€todo, se
colocaﬁ 0—40;Ag de ﬁapogenina esteroidal ¥y se disuel&e en 2 ml
de acetato de etilo y se adiciomnan 1 ml de teac:i&o A y un ml
de reactive C, despufs de mezclar, se ccloca el tubo en baiio -
marfa a 60°C por 20 minutos, enseguida se enfr;a por 10 minu——'

tos en bafio de agua a temperatura ambiente y se mide la absor-

bancia a 430 nm.

Para la detexminacidn de sapouinas, se coloca en un tubo
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de ensayo una alfcuota de saponinas en solucién alcohdlica co-
rrespondiente a un contenido de sapogeninas entre 0 - 40 ng oy

se coloca en bafio marfa a ebullicidn o en baflo marfa de aire -
caliente a 100°C, para eliminar el alcohol, después se enfrfa,
se agregan 2 ml de acetato de etilo y se lleva a cabo 1la de;ez

minaci8n como para las sapogeninas.

de saponinas

Probablemente los métodos generales mis sensibles y reco-
mendables para 1la determinacifn de saponinas, s0on aquellos ba-
sados en su andlisis cromatogréﬁicp; en particular el mpEtodo -
mis empleado es la cromatografia en capa fima. ~ Los Resultados

cuantitativos pueden ser obtenidos en 2 pasos.

a. La densidad de las manchas obtenidas con un reactivo revela-
dor apropiliado puede ser medido directamente, usandq un densi

tBmetro.

b. Las manchas de saponina pueden ser localizadas usando Qépor
de yodo, luego se quitan raspando la sflica en tubos y tra-
tindolos luego con‘HZSDA concentrado. La intensiiaé Aelxéi
lor caf& claro que es producido es determinada esyectrofdté

métricamente.
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Las densidades de las manchas y la intensidad de los colp
res producidos por la muestra, son relacionadas a2 las densida-
des e intensidades producidas a partir de soluciones estdndar
de saponina que proporciona una medida de la cantidad presente
en la muestra desconocida., Las saponinas que son de origen di
ferente probablemente producen colores de diferente intensidad,
por lo tanto, es esenclial que se usen preparaciones estidndar a
partir de muestras purificadas de saponinas que h;; sido medi-

das (14 ).

Diﬁersos métodos se han reportado paré la detérminaciﬁn -
cromatogrdfica de las saponimas. Algunos de ellos se citan a

continuacidn.
MEtodo de Wolf, W.F. & Thomas , B.W. (82 ).

En este reporte se evalGan 22 sistemas de displventes ra-
ra el anidlisis por cromatograffa en capa fina de saponinas de

soya en sflica gel.
Procendimiento:

Las saponinas se preparan siguiendo el m&todo de Birk et.
al. (64) con modificaciones mInimas. Despu&s de la extraccidn
de las saponinas en butanol, la disolucibn de saponinas es -~

transferida a un matraz que gse coloca en un evaporador rotatn-
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rio, para separar la fraccidn que contigne a las saponinas -
crudas. En etapas de purificacifn subsecuenteé.l1a éentri£ugg
clidén se sustituye por filtracidn para reducir gitfiéﬁﬁo reque-

rido.

La cromatograffa en capa fina se hacé eﬂ‘;lacas silica-gel;
se usan 150 - 200 ug de muestra en 80X de etanal para cada man
cha, después se desarrollan con solQente, las manchas se detec
tan revelando las plaéas con HZSOA al 50% y calentando de 90 -
95°C. La cromatograffa de intercambio i8nico, se hace en 2 ml
de agua y se disuelven 20 ml de saponina purificada y 10 mg.de
sal de sodio de EDTA, ajustando el pH entre 7-8 con NaOH 0.1 N.
El autor encuentra que en ausencia de EDTA, las saponinas no -
se solubilizan totalmente en agua; debido probablemente a los
residuos de calcio que tuiieron las preparaciones. La soluciﬁn
de saponinas se aplican en columnas de 0.6 x 63 cm comparadas

con AGI-X, en forma de acetatos. La columpna de 2.5-5N, el bom

4
beo se hace a una velocidad de 7.5 nl/hr y se colectan fraccio
nes de 2 mnl con un colector de fracciones. El gradiente de -—
dcido acé&tico se determina por titulacibn con hidr&xido de so-~
dio 0.1 N. Las saponinas en el éluyence se eatiman por de—-
terminacidn del contenido de azﬁcar como glucosa, can fenol -

dcido sulfirico. Se obserﬁé por medio de un anﬁlisis conttrol,

que el EDTA no da um color y no interfiere con la formacibn de

color de la glucosa.



TABLA No. 11
REPORTE DE VALORES Dl Rf DE SAPONINAS DE SOYA EN sn.ch G!l. con Dlmms SOLVENTES

SOLVENTE. _ COMPOSICION DISOLVENTE o B REF. vmzs DERf -~ =~~~ COMENTARIOS f COMENTARIOS
1 Butanol. benceno. Ecido f&rmico. agua (%) 8 0. 01".0. 0.09, 0.17 " mancha compacta
2 1. &cido acético. 2) - 0.2, s‘ 0.31, 0.35 e m———
3 Butanol. fcido acftico. 3 9 0.20, 0 35 —-—m————-
4 Butanol. #cido acftico. agua (2:1:1) 10 0.51b, 0.71 I
5 Butanol. #&cido actico. &ter dietflico. Y
agua ((:6:3:1) 10 0.12°, 0.27, 0.32 -————— ==
6 Butanol. etanol. agua (7:2:5) 9 0.26b, 0.31 - -——_— - -
7 Butanol. etanol. agua (6:2:3) 1,6 0.37, 0.43 —-_— - = - -
8 1. etanol. hidr6xido de amonio 15K »
(7:2:5) 0.247, 0.29 0.34, 0.55 mancha compacta °
9 Butanol. etanol. hidr&xido de amonio 1IN . ’ P
(60:13:30.5) 11 0.20 , 0.22 0.24 mancha compacta
10 Acetato de etilo. dcido acético. agua 12 0.02b, 0.07 0.22, 0.25 I it b
(70:16:15)-fase superior o
11 Acetato de etilo. Scido mcftico, agua
(3:1:3) - fase superior 13 0.02, 0.06, 0.15, 0.17
12 Acetato de etilo. piridina. agua
(951134) = Fane supnrtor 1 0L, .03
i3 Acetato de etilo. piridima. agua
(3:1:3) ~ fase superior 13 0.00, G.0.7
14 Cloroformo. matanol. (3:1) 15 0.00
15 Cloroformo. metanol. agua. (65:25:4) 5 0.0.Sb. 0.10, 0.14, 0.18
16 Cloroformo. metanol. agua. (65:35:10) 16 0.26b, 0.30, 0.34, 0.37
17 Cloroformo. metanol. Sc. ac8tico. agua
(90:8:1:1) 17 0.00
18 Cloroformo. metanol., &c. ac&tico. agua
(65:25:8:4) - 0.05, 0.10, 0.15, 0.22
19 Cloroformo. :atrnhidrofurano. piridin- .
€10:10:2) s do con f 18 0.06
20 Benceno. etanol. agua. hidr8xido de amonio
(200:47:15:1) fase superior 10 0.00
21 Benceno. etanol. agua. fc. actico : -
(200:47:15:1) fase superior 10 0.00 . —-——
22 Cloruro de metileno. metanol. formanmida
19 0.00, 0.01 EE A A i

(80:19:1)
a) Toda la proporcién de solventes es en base al vol
b) Los Rf d:crzzzn con el incr ci6n de saponinas

(*) (100:19.10:25) .
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Por este método se evalian 22 sistemas de disolventes
.para el anglisis por cromatograffa en capa fina de saponinas de
soya. (ver tabla No. 11). El trabajo reporta fracciones con -
Rfs idé&nticos, dichas fracciones se diferencian en base a los
colores detectados con HZSO4 y mediante su posicifn de elucidn

en las resinas de intercambio iénico.
M&todo de Andrzejewska E. (83 ).

El reporta un método semicuantitativo para determinar el

contenido de saponinas de un extracto de saponaria officialis.

En este m&todo las grasas coutenidas en la muestra se re=-
nueven por una extraccidn con acetona. Las saponinas se extraen
en metanol al 70%, se reextraen con fenol y se identifican y -
cuantifican por cromatograffa em capa fina usando alcohol n—bg
til/alcohol etflico/amoniaco al 25Z en agua, en una proporcién
de 70:20:50. La cantidad mfnima detectable que reporta el au-

tor es de 5 ug, con una recuperacifn del 902X.
Método de Sakalmoto, I, et. al. (84 ).

Este trabajo se realizf con el fin de hacer un andlisis -
cuantitatiﬁo de las saponinas de ginsen y su aplicacifn a la -
efaluaci6n comercial del t& de ginsen y extracto de ginsen. -

Los hidrolizados crudos de los extractoa de metanol obtenidos
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de ginsen fueron-trimetilsilados con N-trimetilsililimidasol y

el contenidq.deviaﬁbuiﬁas fue determinado por cromatografla de’ .

gases usando diacetilhederagenina  como e@stindar

Método: de Fenvick &f6akéan11 (.8

E1l propgné Qﬁ.pétodo cuantiﬁ%Qi&éfﬁdr'crﬁmatografIa en cé
pa fina pafa determinar el.contehido:de saponinas en la soya,
asy como en algunos productos comérciales. En este método la
muestra se seca por 16 horas a 110°C. Una ﬁuestra de 20 gr se
extrae con acetona en un extractor Soxhlet para remover lipi--
dos, pigmentos, etc. El sol§ente se cambia por metanol y la -

extraccidn continda por lo menos 36 horas. El extracto metand

lico se enfrfa y se completa a 200 ml con metanol. Las nues——
tras medidas (5-50 ual) del extracto metanSlico se colocan en -

placas de sflica gel T.L.C. (Merck; Kiesegel 60F-~254). Las
Placas se corren con n-butanol—etanol-amoniaco concentrado =
(3:5:1:2.5). Para visuallizsar las manchas, las placas son revg
1adas con una solucifn de dcido sulfiirico en etamnol y calenté
das a 110°C por 30 minutos. Debido a que el extracto metandli
co contiene otros ccmpuestos, los autores usaron tres procedi-

mientos para identificar a las saponinas.

a) Una placa cromatografiada se revela con una mezcla de -
anisaldehido (1 ml) dcido sulfidrico (2 ml) y dcido dcé

tico (98 ml) y se calienta por 10 minutos a 100°C (ver
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figuta 10 Z.Este reaccivo da un color purpura csracte

e los esteroides y triterpenos (pero tambien

con: ocra clase de compuestos)

b) ﬁna placa cromatografiada se sumerge por un minuto den

Vgrﬁ « na- solucion que contiene nitrato de plata acuo
' ?9 alsi2 7Eﬁ'(2 ml) en acetona (400 ml), Luego se se-
i e?e§e1acon hidr&éxido de sodio 0.5 M en etanol.
Los¥<zﬁcates reductores dan una coloracién café oscu-
_ra sobre un fondo claro (86 ). Este m&todo resultsd -

ser menos sensible que el de revelado con anisaldehido,

ademds 1la resolucidn fue muy pobre aifin a grandes can-

tidades del extracto.

c) . Una placa cromatografiadﬁ fue cubiercg con una suspeﬁ
si8n de eritrocitos 1a§ados (de pollo) en una solucién
amortiguadora de fosfato isoténico (pH 7.4) contenidos
en 45 g. /1 de gelatina, la placa empapada es sometida
a 1007 de humedad relati&a a temperatura ambiente (28
°C) por 16 horas. Se oﬁservﬁ que las saponinas de la
soya no eran fuertemente hemolftica. En este procedi
mientq se requirid gran cantidad de extracto, obtemnién

dose una resolucidn pobre.

Ellos usaron colectivamente estos tres métodos para obte-

ner una indicacidn inequivoca de la presencia de saponinas en
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FIC. 10.1 Cromatogramas de un extracto metansiico

de saponina de frijol soya comparado con un blanco

> de saponina. Las manchas de saponina se marcan -

::: con una flecha y las saponinas que se encuentran -—

:" 1igeramente degplazadas en aislado de protelnas -
e WME estin marcadas con un *,

L PO
13 1)
SAPONIGA BLANCO DR
OF SOYA SAPONINA

4 A SAPONINA DE SOYA SARONNNA OR SO0YA SAPONINA

FIG. 10.2 Cromatogramas de un extracto metandlico de extracto de frijol de
soya. Con varilos tipos de revelado, (A) rewalado com anisaldehido -~ dcido
acético, (B) tratada con nitrato de plata, (C) tratada con una suspensidn
de eritrocitos de pollo en buffer isotdnico y gelatina. El punteado indi

ca la relativa intensidad de la mancha.
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la ' placa crOmatografica. En-la fig. No.10 sedndican. las man-

chas debidas a las is poninas por medio de flechas.,

Para la cuéntifidaci&n”deﬂlagysépoﬂinas las placaskdrpmij
tografiadas son reveladas con -una solucidn de-Scidd“sulfﬁiiéé
en etanol y se calienta a 110°C'poi'3b'miﬁuioé. considerando

siempre un blanco de referencié.g La intensidad de la mancha

es medida con un densitﬁmetro. Se construye una curva patrdn

de concentracidén vs drea del pico (R) y la cantidad de saponi

na es calculada de la curva.

Un método alterno para la estimacidn de las saponinas des

pués de su separacifin por cromatograffa en placa fina usado

por los autores se basa en el trabajo de Gestetner et. al. (79 )

va mencionado anteriormente.
Método de Fenwick & Oakenfull (87:)

Midieron el contenido de saponinas en plantas alimenticias

Y en algunos alimentos preparadoes de &stas basidndose en su tra

bajo preQio (85'), ellos proponen en este trabajo, graficar la

curva patrdn como el cuadrado del idrea relativa del pico croma

togrifico vs concentracifn ya que en una serie de volimenes co

nocidos: de extracto metan8lico y tambi&n de una solucidn es-
tindar de Saponina purificada (blanco de saponinas en metanol),

se coloca-en placas preparadas para cromatografia em capa fi--
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na. Las manchas de cada extracto se arreglan de forma que ==~
sean adyacentes a las manchas de saponina esténdfr. Las pla—-
cas se desarrollan con una mezcla de sol#entes idé&nticos é la
descrita previamente y se revelan con una solucién de dcido sul
fiirico en etanol (100 ml/1l) y se calientan a 110°c por 30 minu
tos. a intensidad de las manchas de saponina se miden con un
densitémetro, por medicidn de las dreas de los picos que son -
observados en un registrador y medidas con un planimetro. Los
resultados se expresan como la relacidn (R) del drea de la mues
tra desconocida sobre el drea del estindar de saponina. En una
serie de experimentos con saponina purificada y extracto de sa

ponina de frijol de soya y garbanzo la cantidad (en ug) es
prbporcional a Rz, como se muestra en la figura No. 11 puede -
observarse que las 3 preparaciones tienen la misma relacién y
se pueden usar para estimar la cantidad de cualquier saponina
o mezcla de saponinas. El procedimiento es entonces graficar
R2 contra el volumen del extracto metanélico colocado en la -
placa. La pendiente de esta linea'(calculada por el m&todo -~
de ﬁInimos cuadrados) di&idida por la pendiente & w o = =~ =
de 1la l;nea de 1a figura No. 1l da 1la concentraci§n de saponi

nas en el extracto metanélicb'y asf el contenido de saponinas

de la muestra original, con un error de # 20X
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o

o0 | | 1 |
20 30 40
CARS A (40!

FIG. No. 11 GRAFICA DEL CUAPRADO DEL AREA RELATIVA

DEL PICO (Rz) CONTRA LA CANTIDAD DE LAS 3 SAPONINAS
PURIFICADAS: SAPONINA DE FRIJOL DE SOYA O, SAPONI
NA DE GARBANZO [0 ., ESTANDAR DE SAPONINA A .
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Iv. CONCL US I0NES "

El t&rmino; sapon designar-systancias de
naCuraleza”heCerbéiali idas qué’ﬁrésehtén;gomo -
caricter comd@n la formacidnid ue por.agil

tacién producen espuma:;pers

Las saponinas son Stos:

) Vet

los aziicares estin enlazadoS-a un.grupo.no polari llamade sapo-—

o:un?tfitefbehb.,?

genina, la cual .puede-ser-un q;ﬁgr&@@

Entre los métodos existentes para la determinacidn de sa

‘poninas los que mAs frecuentemente se emplean son en base as:

a) Su actividad hemolItica v.g. Monrroe et. al. (55) que
describe un m&todo para la deteccidn y estimacidn de -~
las saponinas y sapogeninas esteroidales en tejido de
planta, las saponinas son detectadas por medio de su -

actividad hemolftica, si la muestra da una prueba positi

va, las saponinas se hidrolizan y las sapogeninds este

roidales en la mezcla cruda son detectadas y estimadas

por medio de su espectro de abhsorcifn infrarroje carac

terfstico.

b) Su habilidad para formar espumas estables en solucidn

acuosa, el método no es recomendable para una determi-



c)

d)

e)
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naci8n cuantita;iya; ya que la altura de la espuma y -

su densidad-depende-de la forma de mezclado de tal for

ma‘qu§ dérlé:ingeﬁsiAAdrde agitacién dependerd la altu

ra y cdhéiétédci de la espuma en el tubo de ensayo.

Indiéé{dé pvgégdb;'eéte ﬁétodo eatd basado en el grado
de t;#iéidgéfdé:iésiéaponinas sobre los pescados v.g.
Jané;jggéiiiqtf desérrollé dos ensayos en base ; los -
result%doé>obtenidos de la deteccidn de saponinas por
hemolisis de eritrocitos, uno de ellos fue un bioensa-

yo y un ensayo quimico repoztado por Van Atta (73).

Por inhibicién de la actividad proteolftica de larﬁas

de Tribolium'castanguﬁ, en el grado de inhibicién de -

'Trichoderma'#tride o bien en relacifén a la sobreviven-

cia del gusano de la papa y la pulga de chfcharo., Esta
técnica fue desarrollada en base a estudios previos en
donde ‘se encontr§ que las saponinas de las legumbres -
constitufan un mecanismo metabdlico de defensa de la -
planta al ataque de los insectos (65) y de que las sa-
poninas de la alfalfa (7) interferfan comn la acciﬁidad

normal de los 1insectos.

Por cromatograffa en capa fina. Este m&todo es necesa
rio para una mejor identificacidn.En las tablas 9 y 10 se

resumen los disolventes que se recomiendan para el corri
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miente de las laminas de placa fina, ademds de una gran
variedad de reactivos de revelado que pueden ser usadés,
los cuales dan céracteristicas de.esteroides o triter-
penos en general (14 ), no soﬁ eSpepffibos de saﬁoﬁ;nas
Qarios_cxiﬁerioé para'§u7;;.

Y es necesario que se usen

dentificacién.

Varios de'idsimétodos usados pa:éilé'i
poninas pueden ser modifig#dos parardé;‘u@alinféiﬁaciﬁn,
tativa. Asf podemos referir:
saponinas por determinacifn de -

1. AnZlisis cuantitative de las

su rendimiento &.g. Birk et., al. (64) y Applebaum et. al (85)

2. MEtodos espectrofotométrices para determinacidn de saponinas.

Las saponimas:. y sus agliconas no abiorben en el ultraviole
ta, ya que carecen de grupos cromdforos, pero se aprovecha
la coloracién que dan con darias reactivos dcidos como el de

Lieberman—~Burchard; Sulkowsky, cloruro de tionilo y triclo-

ruro de antimonio, estos métodos presentan frecuentemente -

interferencia; Gestetner et. al. reflere la determinacifn -

colorimétrica de saponinas despué&s de una purificacidén pre-
liminar sobre columnas de alimina (79 ).

3. M&étodos cromatogridficos. Estos m&todos son 1los mids sensi-~

bles y recomendables para la determinacifn de saponinas; en
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particulax el;ﬁétodo,més empleado es el de cromatografia -
eﬁ c;pa fin§4v g. Wolf & Thomas (82 3. Tambi&n se refiere

la cromatografia IIquida de alta presiSn (58-63)

Asi como la cromatografia de gases.a
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