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I. l N T R o D u e e I o N 

. . 

Existe tina g.,;;.n .varie~~d ·de. pl~nt.as ,que ju.egan; un papel -
' ·, '••;. • '• :-;,, • • •'e· • 

importan te en ·1a.,-·a·1·i~-~-nt~C:(6n hu~~n~ y· otras - tantas <ci_u.,_ .·se ___ u_san 

para la aliment~ción de an¡;,;~ie~. Sin embargo, 1'1Uc.~a~·'vec:~~ -

su consumo se ve limitado po:r; ·1'a presencia de ciert.as'.)¡¡1.1a:.taP.--
. . ·._'- : __ .. -·:· ~ --~~;-.-·/·.-:·~)::-.:;.'.~:·:'.) ,- --

C::l.<1.S <l.e tlaturaleza ·q.u!ínic<' ·que las hai:ep. poteO:c:ialmeP.te:é:Q.Qé·i--

'1<'ª y a c.uyq. preaen~ia no-ae lé"haii'a<lo sufic:ietlt;, ~_lllP~ói;\;Q:~~a. 

Entre dichas sustancias se encuentrS.n las s8P'=>nin-.Bs ... és--

tas se localizan en muchas plantas alimenticias y en forrajes 

como: espinacas, betabel. esp&rragos. castañas de la india. s~ 

ya (1), nopales, hojas de té (2), sorgo (3), alfalfa (4), aga-

ve (5), trébol (6), etc. También ae han encontrado en el ven~ 

no de las serpientes, en las estrellas de m<lr y en el pepini

llo de mai: (7). 

La mayo:r;!a de loa efectos b:toi6gic.os causados por las aa

poninas se deben a su c:apac:i<l.ad de dismiP.uir la teQ.siqn auperf~ 

c:ial y a su habilidad para formar c.~mplejos con esteroles y pr~ 

te!nas¡ debido a ésto, se está estudiando la posibilida<l. cj.e ut~ 

lizarlas en la dieta para reducir el nivel de colesterol ep. el 

suero e h!.gado (4,8). Además, ae a<ibe que nQ son tÓ:¡c;ic.<is ¡¡.l n~ 

vel permisible cuando son i~erid<lá por e~ ~Q~bre, y~ que ~~ pr~ 

piedad espumante de algunas bebid<'s como la cerve~a. se debe en 

p<irte a la presencia de B<lponinas (8). 
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La funci6n de las sapon~nas en las planta~ aGn se dese~ 

noce, pero pare~e que algunas ~e ellas sirven como reserva de 

carbohidratos, mientras que otras, parecen ser desechos meta

b6licos o posibles factores de resistencia de las ~emillas al 

ataque de los insectos (4). 

Por todo lo anterior. e1 propósito de este trabajo es h~ 

cer una revisión acerca del conocimiento de las saponinas, 

dando particular interés a los métodos usados para su determ~ 

naci6n. 
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11. G E N E R A L 1 D A D E S • 

El conocimiento y estudio de las saponinas ha tenido un -

incremento notable en los últimos tiempos debido principalmen

te. a su posición de precursoras para la s~ntesis de hormonas 

est:eroidales. Muchas y muy variadas son 1as plantas que las -

concienen y su conocimiento data de muchos años atrás. 

El término "saponina" (del Latín saponajabón), fue emple.!!_ 

do por primera vez en el año de 1811, por el Químico Bucholtz 

(9) para designar sustancias de naturaleza heterocíclica; neu

tras o ácidas. que presentaban como carácter común. la forma-

ción de soluciones "falsas", que por agitación producían una -

espuma pe~sistente. 

En M~xico los Aztecas designaban a ~stas sustancias con 

la palabra "amolli", utilizándolas para lavar con magníficos 

resultados, ya que no alteraban los colores de las telas. 

Ellos ya hacían la distinción de "amoles bravos", los que pro

vocaban p~caz6n y ''amo1es mansos''• 1os que no producí~n ningan 

efecto cutáneo (10). 

11.a) ·ESTRUCTURA Y CARACTERISTICAS GENERALES'DE LAS SAPONINAS 

Las sapon~nas son sustancias en su may~~ parte amorfas y 

sus soluciones coloidales al producir espuma, reducen fuerte--
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mente la tensi6n superficial. por lo que pueden estabilizar -

las emulsiones de grasas y aceites. siendo difícil romperlas. 

En general son inoloras. de difícil cristalización, de sabor 

acre persistente y con propiedades estornudatorias muy marca

das, irritan los ojos y la piel cuando se frotan, presentan -

la cualidad de ·hemolizar los glóbulos rojos de la sangre aún 

a altas diluciones, son tóxicas para los peces y anfibios y -

forman complejos con el colesterol y otros hidroxiesteroides. 

Son solubles en agua• en alcohol se disuelven casi total

mente, aumentando su solubilidad con el grado de hidratación -

y temperatura. Al enfriarse las saponinas se precipitan. En 

loa disolventes orgánicos como el éter de petróleo o sulfúri-

co, benceno, cloroformo y sulfuro de carbono, son insolubles. 

En ácido sulfúrico concentrado. las soluciones de saponinas 

producen una coloración que varía del rojo al violeta. Las s~ 

luciones de saponinas en alcohol reaccionan con soluciones al

cohólicas de colesterina. formando precipitados característi-

cos (11). 

Las saponinas son compuestos anfifílicos. en los cuales -

los azúcares (pentosas, hexosaS o ácidos urónicos) están enla

zados a un grupo no polar (la sapogenina), b~ cual puede ser -

ya sea un esterol o un triterpen~, aunque la mayor1a de las s~ 

poninas que han sido identificadas son triterpenoides. 
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R-OH + HO-X 

azúc8~~+ sapogellina saponina +:agua 

Las saponinas aparecen casi exclusivamente en p1antas, 

1os ~nicos organismos que se conocen que contienen saponinas 

son ciertas especies de estrellas de mar (12). De la amplia 

va.riedad de p1antas que contienen saponinas. s~1amente unas p~ 

cas son usadas como alimento humano. debido posiblemente al s~ 

bor amargo que las caracteriza. 

Existe una gran variación, si se comparan saponinas de d~ 

ferente fuente.º Así. las saponinas de la soya no forman com--

plejos con el colesterol y otras como las de una variedad de -

tr~~ol no son tóxicas hacia los peces y no hemolizan (7). Ta~ 

bién se ha de tener muy en cuenta que en una misma planta pue-

den encontrarse varios tipos de saponinas y por ende, cada una 

de ellas poseerá características o potencias diferentes aunque . . 

compartan una misma acción. Considerando a la soya como un 

ejemplo típico, se han identificado 5 sapogeninas, (fig. 1) 

que se encuentran en1azadas a tres monosacáridos 9 los cuales 

pueden ser combinaciones de cualquiera de los siguientes com--

puestos: ga1actosa. arabinosa. raminosa. g1ucosa. xi1osa o ác~ 

do glucorónico (13). 

Las propiedades lipof tlicas e hidroftlicas de las saponi-
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FIG. I SAPOGENINAS DE LA SOYA 
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nas, su actividad de superficie y la habilidad de emigrar en -

medios diferentes, as{ como la propiedad de combinarse con es

teroles, están determinados por la combinación de las sapogen~ 

nas j carbohidratos en la molécula. 

La dificultad de separación de estas mezclas de complejos 

y la obtención de materiales puros, es uno de los mayores pro

blemas en el estudio de las propiedades de las saponin.as, Su 

naturaleza anfif!lica hace que dominen sus propiedades f!sicas 

en solución. 

Por ser tensoactivas y actuar como agentes emulsificantes, 

se aprovechan para fines tecnológicos tales como elaboración de 

detergentes. shampoos y bebidas carbonatadas (14). 

Por hidrólisis de las saponinas se obtienen carbohidratos 

y una aglicona ·llamada genéricamente sapogenina, la cual puede 

tener un esqueleto esteroidal tipo colana como en la esmilag~ 

{l.i{l.a· (a), o de tri.terpeno tipo «-amirino!i co10.o en l.a chich1.pe

genina (b) tipo)3-amirina, como en el ácido asiático (c)¡ tipo 

lupeol, co1110 en la estallogenina (d) ¡ o de tipo tetrac!cl1.co· c~ 

mo-en el panaxodiol (e). Con excepción. de la criptogenina (.!') ,

el sistemaespiroac~tal [anillos E y F de (a)] es una caracte-

r!stica general de las sapogeninas esteroidales y es v.a--

riable el número de· in.saturaciones, hidroxilos, grupos ce·tón.i-
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;·.,,, ' 

cos y otros grupos oxige~ados, como i~ ejemplifica~· la hecoge-

nina (g), diosgenina (h) y ·digil:ogenina (i). 

Las agliconas triterpenoides están también representadas 

por el ácido queretaroico (j) y la dumortierigenina (~) (ver -

fig. 2). El enlace glicósido siempre se forma con el oxtgeno 

del carbono 3. Se conocen más de 200 s.ap_ónina:~ esteroidales. -

localizadas en las monocotiledóneas (lileáceas, amarilidáceas 

y dioscoreáceas, principalmente, como escepción en sacrofu1a--

riaceas) y otras tantas saponinas triterpenoides, aisladas 

principalmente en dicotiledóneas. 

Ambos grupos de saponinas se han aislado en diversos órg.!!_ 

nos vegetales; .as{, la sarsapon~na se ha encontrado en 1as ra.!_ 

ces de la zarzaparrilla mexicana; la idosina en los tubérculos 

de la Dioscórea tokaro; otras saponinas han sido aisladas en -

las hojas de agaves y hasta en 1as flores y semillas, como en 

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

Las saponinas son sustancias muy polares y ea posible ex-

traerlas en caliente o fr!o, con agua o alcoholes de bajo peso 

molecular. Los materiales lipoidea presentes en estos extrae-

tos se separan con benceno. Al concentrar la solución alcohó-

lica se separan las saponinas y después se cristalizan en mez-

clas de alcohol-agua. Para obtener aapogeninas se pueden hi--

drolizar las saponinas con sus enzimas natura1es, con enzimas 
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FIG.2 FORMAS ESTRUCTURALES DE LAS SAPOGENINAS 
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FIG.2 FORMAS ESTRUCTURALES DE LAS SAPOGENINAS1coNT.1 



11 

de origen cicrobio15gico o hidro1izar1as con ácido. c1orhídrico 

o ácido sulfúrico (ést:e íi.lt:imo se prefiere' en e1 .;aso· ... de sapo-

gen in as insa t:ui:adas) • 

que son poco polares, con benceno., éter·~ére -.P .. ~.~~·~·.i~.~c·o· acetona 

y se recristal~za~. 

La>:preSe_n~c;··i~· de las sapon:in~s se ave:rigua con las pruebas 

de 1a e~puna y 1a de hem51isis. La ident:ificaci5n de 1os car-

bohidr~t,os se efectúa mediante e1 uso de 1a cromatografía en -

papel~ piuebas químicas. hidr51isis enzimáticas y cromatogra-

f!a en fase de vapor de sus derivados trimeti1silados (15). 

II. b) 'PROPIEDADES BIOLOGICAS Y NUTR:ICJ:ONAL.E:S DE LAS SAPONINAS. 

Las saponinas aparecen en numerosos remedios herbáceos; 

tanto de la cultura orienta1 como occidental, por ejemplo e1 

orozuz. 1a %arzaparri11a y el ginsen (16). En general se ha 

observado que tienen propiedades expect:orantes y antiinflamat:~ 

rías pero probablemente 1a propiedad más importante. es que 

una dieta a base de saponinas reduce la concentración de co1e.!!_ 

t:erol en e1 p1asma de los anima1es (17-21). Esta hipGt:esis se 

afirm5, en base a que algunas saponinas forman comp1ejos inso-

1ubles con e1 colestero1 y de est:a forma se inhibe la absorci6n 

a nive1 intestinal aunque se ha demostrado en otros trabajos. 

que la disminuci6n de la concentraci5n del colestero1 en p1as-

ma se puede producir sin necesidad de que se forme un comp1ejo 
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con la saponina (22). Otra afirmaci6n; quizá la más probable, 

es que las saponinas inducen la absorci6n de ácidos biliares 

por una dieta a base de fibras (23). Según parece. la absorci6n 

de saponina incrementa la pérdida de ácidos biliares por excre

ci6n fecal y esta disminuci6n parece estar balanceada por una -

conversi6n de colesterol en ácidos biliares en el h!gado (24). 

En la mayor parte de los vegetales que tienen un efecto -

en la disminuci6n 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 ·semisint~tica se reduce m~s cuando el componen-

te protéico de la dieta es de origen vegetal. Examinando la li_!!. 

ta de prote!nas de Carrolls (tabla 2) se observa que aquellas 

que tienen un efecto marcado en la disminuci6n del colesterol 

provienen de plantas que contienen saponinae. As{ evidencias 

acumuladas derivadas de los ensayos alimenticios incluyendo an~ 

males y humanos (ver tabla 1) sugieren que las saponinas (como 

un componente en los alimentos de origen vegetal) pueden ser un 

medio importante para disminuir la concentraci6n de colesterol 

plasm~tico; ya que el incremento en la incidencia de altera-

ciones cardíacas coinciden con una disminuci6n en el consumo de 

legumbres ricas en saponinas. Por otra parte. antes de proceder 

a hacer recomendaciones y pruebas alimenti.cias con humanos con 

el fin de considerar a las saponinas como un profiláctico para 

reducir el riesgo de afección cardiaca ea necesario conocer a1-
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TABLA I 

PLANTAS O PRODUCTOS DE PLANTAS REPORTADOS 

PARA DISMINUIR LOS NIVELES DE COLESTEROL EN PLAS?IA 

!'!ateria vegetal ~l de 

{* Indi.ca aquellos que Elq;Jer.inentacioo 
son conocidos y ccn-
tienen sapcninas) 

* .1\1.falfa {Medicago 9ativa) Conejo 

* Avena Pal.lo 

* Avena Industrializada Harbre 

* GaJ:banzos {Cioer ariet:fmm) Hatbre 

* Frijol garbanzo {Phaseolus 

~-
* Garbanzo verde· {li'haseol.us 

· · riidiatus) 

Haba - cik>üC:htiS • tiüioru&> 
Garbanzo rojo. {cijanus: C:ajan) 
Frijol.es. cPh.iáeOiU.S -VUi9 ariS> 
Paja de trigo 

Salvado de arroz 
Pectina 

Gana de mascar 

Gana de masoar 
Carageenan 

* Proteína de BCJY'ª texturi
zada 

* Soya aislada 

* Lecitina de soya 

Harbre 

Harb:re 

Conejo 

Rata 
Hclrb:re 

R:l1bre 

Conejo 

Datos tomados de "Saponins in food" (i4) 

~ferencia 

(!!Orlick et. al. 1967) 

(Fisher & Gr.üninger -1967) 

{de goot et. al.. 1963) 

(Hathur et. al. 1968) 

{Luy)<en et. al. 1962) 

{?~, 1967) 

{Keys et. al. 1961; Jen 
kins et. al.. 1975) -

(Riocardi & Fahrenbach, 
1969) 

{Jenkins et. al. 1975) 

(Riocardi & Faluenbach, 
1969) 

(Sirtori et. al. 1977) 

(carrul.l., 1677; Bel.ton & 
Truswell, 1978) 

(S:im:lns, 1978) 
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TABLA 2 

EFECroS IE PROl'EINAS IE DIFERENl'ES FUENl'ES 

SOBRE IDS NIVELES !E OOLES'IERCIL LIBm ~ICD JE 

CONEJOS SCUETTI03 A rnA ALlMENl'ACIOO BASAL SEMISlNl'ETICAª 

Huevo entero 

Ledle desnatada 
Lactoal.biin:ina 

case1na 
Pescado 

Bistek de res 

Bistek de pueroo 

,Clara de huevo 
Nabo silvestre 

Gluten de trigo 

CacahuatesC 

Semilla de a1god15n 
Semilla de st!samoC 

Protetna de soya ais1adaC 

Semilla de g17aso1c 
~chal:oC 

Frijoles Fabac 

ª De Carro11 (1977) 

b Pranedio de 4-6 anirre1es 

e Planta que contiene saponina 

Datos tomados de 11Saponins in food" (lli) 

235 

230 

215 

204 

166 

160.· 

9i 
80 

80 

76 

70 

67 

53 

41 
. 30 
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go acerca de su toxicidad .crón.ic'a. ·.El ,In.dex· Merck: reporta que 

algunas saponinas sozl' ~t!-~.j1,:~,;'t':S:~~·~~~·.··\M7""~ ,;i hombre por i!! 

gestión o.ral (26) .' Los extractot;de:plantas tales como el oro-

:::,:.,:.·:::::::::, ::::;z1:~}~~~~~r~ 7~g;;~J~t::::.: ·,: ~: :,, . 
1976) Reino Unido y la·Ú.S;A;'·•(l)~'·'''·'' " 

' . ,,:-~~; 

La quillaia¡ una preparación comercial de saponina a base 

de la corteza del quillay (Quillaia saponaria) es permitida y rec~ 

nacida como alimento de confianza el> Reino Unido y la U. S .A, ( 1). 

(Los l>iveles usados en la u.s.A. se dan en la tabla 3) y en Re~ 

no Unido el extracto de Quillaia es permitido en bebidas suaves 

en no mis de 200 p.p.m. como emulsificantes y estabilizadores en 

el acta de regularización de alimentos (Satutory Instrument ¡975 

~o. 1486), Es notoria una incer.tidui;p.bre acerca de la seguridad 

de las saponinas, ya que mientras en Alemania Oriental la Quillaia 

estl prohibida como aditivo de alimento (1) así como en Eapafla y 

~arruecos (l), Reino Unido y la U,S.A,, no tienen una legislaciGn 

para controlar ninguna clase de saponi0 as. La toxicidad oral de 

un número de plantas se dan en la tabla 4. La dosis letal varía 

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

Las saponinas que pas'iln a través d'e:l tracto digestivo. PU!:, 

den provocar severas 1es~ones de envenenamiento gastrointesti--

nal (4). Cuando las saponinas entran al torrente sanguí.neo PU!:, 

den producir daños letales (liil dosis letal intravenosa puede 
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TABLA 3 

CXNCENTRACICN PRG!EDIO IE IA SAPCtITNA DE QU1ILLAIA 

US1\D!\ EN ALGlJ?.DS a:r-iESTIBLES JE I.OS ESTAOOS lNIDOS* 

Comestible 

Bebidas 

Helados, nieves 

caramelos 

Jarabes 

* (National Academy of Sciences, 1965) 

TABLA 4 

P.P.M. 

95 

0.12 

18 
6.8 

TOXICIJW) ORAL IE AIGlflAS &'\KNINASª 

Fuente de Saponina Animal D!5sis Dosificac:i6n Rafe:rencia 
(m;¡¡kg) 

sápirdls sap:indus Rat6n LO 3000 (Spector, 1956) 
Ratm ID 1000 (Spector, 1956) 

Agrost:emna githago Rata LDso 50 (Vogel & Marek, 

(cx:mnc:n com cxx:kl.e) Cl:>nejo LO 56-62 (Spector, 1956) 
Perro LO 20-25 <~=, 1956). 

5apalaria vacc:aria Ratfu LDso 960 U\bli>akirov et. 
Aescul.us h:lppocast:anum 

(horse chestnut) Rata LDso 50 (llbubakirov et. 

Hedera helix 

1962) 

al.1960) 

al.1960) 

(ivy) Rata LDso 100 ~et. al.1960) 

Gypsophila panicul.ata Rata r.oso so (Voge1 & Marek, 1962) 

Cyclamen europaemi Rata LDso 160 (Vogel. & Marek, 1962) 

Digital.is purpw:ea Rat;i·.· LDso 50 (Vogel . & Mai:ek 1962) 
(fax glove) Rat6n LO 90 (Spector, 1956Í 

a 
Versión condensada de 096s> datos recop !lados por George (l) 
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ser mil. vece·s más· baja ~ue l.a dosis l.etal. oral. ( 1). El. resultado es, 

dafio del hígado, hemól.isis de los glóbulos rojos, deficien~ia -

respiratoria, convulsiones y coma (27). La irritación dei· tra..s_ 

to gastrointestinal por alguna otra causa puede aumentar 1~·,.·su~ 

ceptibilidad de los animales a la intoxicaci6n con saponinas 

(28) y se ha sugerido que la ingestión contfnua de dosis subl.e

tal.es de saponinas pueden llevar a l.a corrosión del intestino 

o cirrosis hepática .. Deberían evitarse alimentos que contengan s~ 

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

l.a dosis subl.etales han sido investigadas para las saponinas de 

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

Las saponinas de la alfalfa son probablemente una causa -

de la ~mpanltis de los rumiantes (29). También se ha demostr~ 

do que las saponinas bajan la proporción de crecimiento de las 

ratas (31) y de los pollos, además de que reduce la producci6n 

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

cambio, no tienen efecto sobre la proporción de crecimiento de 

los pollos (4) u otros animales (4,32). Hay también reportes, 

1os cuales muestran efectos no adversos del consumo de otras -

saponinas a niveles subletal.es: 

1. - Ewart ( 4) encontró que los ~onej ill.o ~e indi'<i's podían -

ser alimentados·~eplantas ricas en saponinas por más de 10 me--

ses sin daño aparente. (Las p14ntas fueron Atalaya, hemi~ gl.a~ 

ca, Senecio, Jacobaca de Australia Central. y Nueva Zel.andia, 
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respectivamente. estas plantas fueron investigadas porque se -

supon{a que podr{an intoxicar a 1as ovejas y a1 ganado). 

2.- Oser (33) a1imentó ratas durante 12 meses con dietas 

contro1 y dietas conteniendo 0.05% de saponinas de qui11aia o 

hasta 3% de saponina de 1a Yucca Mohavensis (una p1anta des!ir

tica de Ca1ifornia). Las saponinas no tuvieron efectos adver

sos con respecto al crecimiento. uti1ización de alimento, hemo-

grama. glucosa sangulnea o en e1 aná1isis de orina. 

notaron ha11azgos histo1ógicos en e1 post-mortem. 

Tampoco se 

3.- Gauot(34) en un experimento similar al anterior. a1i

•mentó ratas durante 13 semanas·con d~etas que contenían arriba 

de 4% de saponina de la quil1aia. E1 no encontró anormalidades 

y notó 

tina1. 

que no hab{a diarrea u otro signo de irritaciGn inte.!!_ 

Desafortunadamente. estos estudios rea1izados fueron re-

portados con observaciGn a corto plazo. Un estudio a largo pl~ 

zo sobre la toxicidad de las saponinas ha sido recientemente r~ 

portado por Phi1lips et. al. (35). La saponina de la quillaia 

a1 nivel de 0.5% de la di.eta. no tuvo efecto adve'rso sobre rat.!?. 

e.es durante un per{odo de 84 semanas (27). Afirman que la ·a~ 

ponina de la quillaia es tambign irritante al tracto gastroin-

~~s t inal al ser usado internamente y la mayoría de las farmaco

F¿as advierten contra e1 uso interno de saponinas (1). 
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Asr, la toxicidad cr6nica de las saponinas se tendrá que 

examinar con detalle antes 
,, 

que estas puedan ser recomendadas -

para su consumo en humanos o como medida de la disminución de -

los niveles de colestero1 del suero, una excepción podr!a ser, 

las saponinas consumidas en la forma de un producto alimenticio 

tradicional, tal como la soya. 

Las saponinas y taninos, disminuyen la ~bsorci6n de com-

puestos como: la vitamina B12 (36,37).y compu~~~o~ nitrogenados 

(38,39). Impiden la acci6n de enzimas (40) y/o deprimen el ap~ 

tito. 

También se sabe que 1as saponinas actúan como irritante -

de las mucosas nasales. ocular y bucofar!ngea. provocando hipe-

remia y exceso de secreción. Se admite asimismo. una acción 

glandular refleja transitoria, manifestada por diuresis. Los 

nervios siáticos tanto sensitivos como motores, se paralizan 

por la acci6n de las saponinas (41). 

Por otro lado, se sabe que algunas sapon.inas y ciertos p~ 

lifenoles actúan como antLbL6ticos (40,42,43) Nord y Van Atta -

(44), vieron que las sapon~nas son capaces de inhib~r la germi-

naci6n de las semillas. Por su parte, Hishustin y Pedersen, et 

al. (7) • observaron que la saponina de la alfalfa inhibe la ge_!: 

minaci6n de algod6n y de lechuga. 
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Como algunas saponinas inhiben el crecimiento de ciertos -

microorganismos y protozoarios patógenos, se p~ensa que consti

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

Es posible' que las saponinas sean materia1 de reserva, 

esto explicarra su presencia en las partes reproductoras de cieE 

tas plantas como: el árbol Joshua, yucca brevifo1ia (semillas) 

y otras especies de yucca y agave. 

II.c). PLANTAS ALIMENTICIAS QUE CONT:EENEN ·sAPONINAS 

Una investigación del Chemical Abstract y revisiones pr~ 

vias de la literatura sobre saponinas revel6 solamente 28 espe

cies de plantas, también mencionadas en el Oxford Book of Planta 

(45), éstas están enlistadas en la tabla 5. De éstas, salame!!_ 

te 17 son usadas en gran cantidad dentro de cualquier arte cu!~ 

nario a nivel mundia1. El resto son hierbas y especies, las 

cuales no contribuyen significativamente en 1a ingesti6n dieté

tica de saponinas. 

Las fuentes más importantes de saponinas en la dieta del 

hombre son las legumbres, tales como: frijo1, soya, chrcharo, -

garbanzos, cacahuates, habas, alubias y 1entejas. La producci6n 

mundial y el consumo per-cápita de ~lgunos de éstos son dados -

en la tabla 6. El frijol soya parece ser la mejor fuente alime~ 

ticiA, de saponinas, son usados en una gran variedad de formas 
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TABLA 5 

CONTENIDO DE SAPONINA EN ALGUNAS PLANTAS ALIMENTICIAS 

Planta Contenido de Referencia 
saponina 
(% en peso seco) 

Alfalfa (Medicago sativa)ª 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) -

Avena (Avena sativa) 0.1 - 0.3 

Berengena (Solanum melongena) 

Espinaca (Spinacea oleracea) 

Cacahuate 

Amaranto (AD!aranthue Spinosus) 

Espárragos (Asparagus afficina-
. lis) 

Habas (Vicia faba) 

Fenogreco 

Frijol (Phaseolus ·vulgaris) 

Ajo (A1lilJ!ll ·sat:iv.im) 

Ginsen 

Lenteja ·(Lena é..'Ul1114r1s) ......... 
Orozuz·(Clycyrrhiza·macedonica) 

Nuez moscada ·(Myristica·fragrans) 

Zarzaparrilla .............. 
Remolacba·(Beta·vu1garis) 

Giraso1·(Helianthus·annus) 

,Té (Tbea sinensia) 

Batata 

Calabaza 

Espinaca deNuava.Zelanda 
(Tetragonia·expanaa) . . . . . . . . . . . . . 

Orzaga (Atriplex·hort:ensis)d 

Chícharo de jardín 

3.7 

4 

2.5 

(Basu & Rastogi, 1967) 

(Tschesche & Wulff, 1969) 

(Noble, 1948) 

(Kofler, 1927; Tschesche & Wulff. 
1969) 

(Applebaum et. al., 1969) 

(Kofler, 1927) 

(Kawano et:. al., 1977) 

(Vinkler & Smyslova, 1967) 

(Valoshina et. al., 1977) 

(Kret:su et:. al., 1972) 

(Smoczkiewiczowa & Nitschke 1975) 

(Sbibat:a, 1977) 

(Applebaum et:. al., 1969) 

(Shibaca, 1977) 

(Varshney & Sharma, 1968) 

(Kofler, 1927) 

(Birlt, 1969) 

(Cbirva et. al., 1968) 

(Kofler, 1927) 

(Kofler, 1927) 

(Kofler, 1927) 
.(kofler, 1927) 

(Kofler, 1927) 

(Applebaum et. al., 1969) 

a En Australia usualmente se comen los tallos. 
b Vea t:abla ('.') 
c Usada como espinaca en diferentes partes de los trópicos (Oxford Book of 

Food Plante, p. 160)· 
d Un sustituto por espinaca o la acedera (Oxford Book of Food Planta) 

Datos tomados de "Saponins in food" (14) 
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PRODUCCION MUNDIAL Y PROMEDIO PER~CAPITA 
DE ALIMENTOS CON MAYOR CONTENIDO DE SAPONINAS 

Soya 

ProdllCC.i6n 
(1975~ 1000 toneladas)ª 69670 

Consl.ED per-clpita 
(g /años 1.972 - 1.974)b 2.56 

cacahuates 

.19428 

1.26 

Ga.t:banzo SEmilla 
de 

Sll!samo 

5569 1907 

2.48 0.22 

!entejas 

1104 

ª Praduction year bood, Food & Agricu1tw:e Organ.isation of the Chited NatiDns, 
Rate. 1977. 

b PrOll'isional. food balance sheets, Food & Jlgr:iculture Organisation of the Uni
ted Nations, Reme. 1977. 

Datos tomados de "Saponins in. food" (14) 
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y varios productos de soya. incluyendo la proteína de soya ai~ 

lada, pueden contener cantidades importantes de saponinas (ver 

tabla 7). La pr6xima fuente más importante en la dieta de sa

poninas que le sigue son los ch!charos. los cuales se consumen 

principalmente en los países orientales del mediterráneo. orie~ 

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

II.d) QUIMICA DE LAS SAPONINAS ALIMENTICIAS. 

FriJdl soya.- Las sapogenínas y azdcares que han sido ais 

ladas e identificadas (ver fig. 1) son ramnosa, galactosa, glu-

cosa, arabinosa, xílosa y 6cido glucor6níco. 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 III, todas éstas tienen la soyasapogenina B 

como la aglicona común. Las estructuras completas son mostra-

das en la fig. 3 (a)• (b) y (e). 

Alfalfa.- En trab•jos rec:lentes se i.dell.ti!icaron los azÉ_ 

cares: glucosa, galactosa, xilosa y ramnosa y .se demostró que 

los soyasapogenoles A. B y C (f:lg. l) estuv:leron presentes como 

aglíconas (47). Laa sapogeninas ·que se conoce0c hasta ahora 

parecen 

ragenina 

ser 5 soyasapogeninas con ácido medicagénico y hed~ 

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

las saponinas de la soya (48). 

La estructura de una de las saponinas ha s1.do establecida. (fig. 3e). 
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TABLA 7 

CONTENIDO DE SAPONINA EN ALGUNOS PRODUCTOS DE SOYAª 

Producto 

Soya entera 

C.Sscaras de soya 

Flor de. soya desengrasada 

Promina-D6 

G. L. 750c 

Maxten Cd 

Maxten Ed 

Tofue 

Lecitina 

ª Potter et. a1. (1979) · 

% de saponinas 
(peso seco) 

5.6 

2.0 

2.2 

0.3 

o.e 
1.9 

2.5 

2.1 

2.9 

b Protetna de soya aislada obtenida de Centra1 Soya co. Inc. 
Illinois, u.s.A. 

e Prote!na de soya aislada obtenida de Griff ith Laboratories 
pty Ltd., Victoria, Austra1ia. 

d Prote!na de soya texturizada obtenida de Mi1es Laboratories 
(Austra1ia) Pty Ltd., Victoria, Australia. 

e soya coagu1ada. 

Datos tomadoa de "Saponins in food" Ct,4) 
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FIG. 3a SOYASAPONINA I 
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o 

FIG.3b SOYASAPONINA Il 

--OH 
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FIG. 3c SOYASAPONINA 111 
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Remol.acha Plateada y Azúcar dé Remol.acha.- La sapo.gen:l.na 

más abundante es el ác:l.do olean5l.:1.co f:l.g. 3 (f) pero' hay: .al. m.e:... 

nos otras 5. La f5rmul.a estructural f:l.g. 3 (g) de .una .. de ·l<i's 

sapon:l.nas ha s:l.do establ.ec:l.da (49). 

Esp:l.nacas.- Dos sapogen:l.nas han s:l.do :l.dentif:l.cadas. el. 

ácido oleanól.ico f:l.g. 3 (f) y l.a hederagen:l.na f:l.g. 3 (d) y l.a 

f5rmula estructural ha sido reportada para dos de l.as sapon:l.nas 

(50). 

Phas•ol.tis rad:l.atus (garbati~O ~:l.tidú).- No se conoce toda-

vía mucho acerca de 1as saponinas de estas especies. Ya ha s:I.-

do :l.dent:l.f:l.cada l.a soyasapogenol. e (f:l.g. 1) y l.os azúcares; gl.E_ 

cosa, arabinosa, ramnosa y ác:l.do gl.ucor5nico (14). 

·phas•ol.us "lltilga:r:l.s (fr:l.Jol.) .- Han sido a:l.sladas 5 sapon.!_ 

nas d:l.ferentes. Una sapogen:l.na ha s:l.do identif:l.cada (soyasapo-

geno1 E) con los azúcares; glucos~. ga1~ctos~. arabinosa. ramn~ 

sa y ác:l.do gl.ucor5n:l.co (f4). 

'Espárragos.- Estas son 1as únicas saponinas de esteroides 

conocidas presentes en plantas a1i~enticias. La fórmul.a estru.s 

tural de dos de el.las fig. 3 .(h•:()'han s:l.do rec:l.ent:emente report.!_ 

dos (51). 

~-- Doa sapon:l.nas han s:l.do ~eportadas y sus est:ruc-
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FIG. 3e SAPONINA DE ALFALFA 

HO 

FIG. 3f ACIDO OLEANOLICO 
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FIG.'3g SAPONINA DE REMOLACHA 

ff F·~· .. 
~~ 

OH 

FIG. 3h SAPONINAS DE ESPINACA¡ R=H o OH 
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R:H 6 

FIG. 31 SAPONINAS DE ESPARRAGO$ 

~H3 
CH2CH2CH CH~ 

H~Oj 
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turas investigadas. pero estos 'trabajos ,no están.:_:~q_iú._pleto.s. 

la estructura. 

II.e) U S O S 

Se les utiliza ~en la elaboraci6n de bebidas suaves, cer-

veza. shampoos. jabones y extinguidores de fuego, también se 

usan para disminuir la tensi6n superficial de emulsiones foto--

gráficas. Las que se hallan en los tubérculos de varias espe--

cíes de Diosc~rea, son fuentes importantes de materia prima pa-

ra la síntesis de hormonas (progesterona y cortisona) y otros -

productos esteroides (53). Además actúan como estab~lizadores 

de emulsiones. La saponina Ruscus Aculeatus puede usarse 

como agente espumante o como detergente.· Las saponinas 

también se usan como protectores coloidales en rociadores de 

polvos 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 úlc~ 

ras gástricas y ~er~atitia .(54), 
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III. METODOS DE ANALISIS 

IIIa. PROPIEDADES ESPECTRALES DE LAS SAPONINAS 

a.l) Ultravioleta (U.V.) 

- . 

Las saponÍn~~ y sU,~~.~g1~c6ria·~· no --~,bs6rt>;;',i; ~hfe1'.ü1traví.e_ 
1e ta. y a ·--'q Ü~- -:~~a'l:J~-¿-,;n.;:}.á~~~~~~gi_iiI/6~;-;~~,~-.;~_,~-ifi"f,;;~¡,_~~;~.-:'.·'P-~-~::~t/f~~~:i~::~::ii·-~-r a· e :lo--

:::,.• o::,.~:::t~}~¡~~i~}fü ~~~~~~~~:~f~lf i~l~~¡~~~t:::: 
debido a ~~-i·~-,~,:·-_ ... ~i;1~_::'.:~ii·'.~.~-~~~--ii-~~-:~. de-:c1a;a··:'sa·p-,OiiJ.i1as·.:·'.:7C:ó·1¡:::-diChó-s· reac-

tivos se hán empil?ad~ ~ára sti ;;~~:~¡{'~¡:~~~~{~'~:~tf~"t( :··,.· .. 

a.2) In.frar..rojo (I.R.)· ·(15,55) 

Las saponinas pueden. detectarse por medio de métodos b~ 

molíticos, si las muestras dan una prueba poaíti~a las saponi--

nas son hidrolizadas y las sapogeninas en la me~c1a cruda pue--

den detectarse por medio de su espectro de absorcí5n infrarrojo 

característico • Las sapogenínas se pueden identificar por iua-
• 

tro bandas de absorci5n características. Bandas cercanas a 852. 

900, 922 y 987 cm-l (11.75, 11.1, 10.85 y 10.14 micrones) con -

la banda 922 más pronunciada que la banda 900 indican una sapo-

genina ''normal''. Bandas cercanas a 866, 900, 922 y .982 
-1 cm 

(11,55, 11.1, 10.85 y 10.18 micrones). con la banda 900 más pr.e_ 

nunciada que la 922 indi.can. que se tz:ata de una. "íso'·' sapogení-
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na. Si las bandas a 900 y 922 cm -l no di°fieren mucho en·. fuer-

za y 1as dem~s bandas t~enden entre 1os va1~~es 

tra contiene sa-pogeninas de ambas co~figu:,,:¡.~'i,~nes·! 
- .. .. . 

'·· .. ·:' ·«: 
La estructura 'de ·una. s·apogenina est~:roidal:· ·trpié:ii,:: ·es :1.i 

~smilagenina (22, isopirost~n-3B-ol) (fig. No~~) •. ~ 

H 

H 

Figura No. 4 

Las vari.antes son isomerismo a c 5 O c22_, insaturación ·e.!!. 

tre es y c6~ presencia de un carbonil a cl2 y grupos hidroxilo 

adicionales en c 2 , c 6 6 c 12 , como se muestra en las figuras No. 

5, 6 y en la tabla 8, todas las sapogeninas tienen absorción 

característica en bandas cercanas a 866, 900, 922 y 982 cm-l 

(11.55, 11.l, 10.85 y 10.18 micrones). La ... sarsapogenina (sp,! 



LONelT UO DE ONDA, MICRONES 

'f ,. ' '•' '~ª 

FIG. 6. ESPECTRO INFRNU«>JO DE 

ACETAl'OS DE DIOSGJiNINA. (•), 

DIHil>RODIOSGENINA (b) Y COLES

TEROL (e). 
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FIG. 5. ESPECTRO INFRARROJO DE ACETATOS 

DE SARSAPOGENINA (a) Y ESMILOGENINA (b). 

MICRONES 
.... 11! 
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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 

cm L. -1 -1 
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 73.7 
11.11 900 284 -

Hecogenina 10.86 921 133 
10.18 982 352 

11.53 867 68.l 

' 11.10 901 284 
Manogenina 10.86 921 113 

10.18 982 393 

11.56 865 82.4 
11.lt- 900. 206 

Samogen:lna 10.86 921 113 
10.18 982 393 

11.74 852 J,02 
11.15 897 69.9 

Sarsapogenina 10.85 922 239 
10.14 982 422 

11.55 866 ·18.T 
11.11 900. 230 

ES111ilagenina 10.84 922 ll,6-
10.18 982 381 

11.56 865 72.4 
11.ll 900 230 
10.82 924 340 
10.17 .983- . - .. 341 . -

- .. ..... 

Sacada de Monr-.:>e> et. al. (55). 
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rostan 3B-ol) la cual tiene una configuraci6n "normal" absorbe a 

852, 900, 922 y 987 
--1 

cm {11. 75. 11.1, 10.85 y 10.14 micrones). 

La figura 5 muestra la relaci6n entre la sarsasapogenina y la 

esmilagenina la cual difiere solamente en la configuración a -

Las cuatro bandas de absorci6n I.R. caracteristicas de -

las sapoaeninas es una propiedad de un anillo F. Esto se mues 

tra en la figura No. 6, la cual muestra la absor~i6~ infrarro

ja de los acetatos de diosgenina (4
5 -22-isopirostaU:-3_B-,o'l) 

dihidrodiosgenina ( J-22-furosten-3B-26-diol) y colester,ol 

( 1-colesten-3B-ol). Estos compuestos tienen una estructura 

idéntica en los anillos A. B, C y D). El Colesterol difiere 

de la diosgenina -~en _ un·- hidrocarburo saturado unido al ani-

llo D en lugar del anillo E y F; Dihidrodiosgenina contiene --

los anillos A, B, C ,-· D y E pero el anillo F es abierto. Como 

se muestra en 1a figura so1amente diosgenina tiene 1as cuatro 

bandas t1picas de "absorción. La presencia de este sistema de 

cuatro bandas de absorción es una evidencia positiva de sapo

geninas esteroidales. 

Las figuras 7, 8 y 9 t?1,uestran_ algunas curvas t!'.picas de 

absorción en infrarrojo ~ue indican una prueba positiva y neg.!!_ 

tiva para sapogeninas. Corvas a, b y c (fig: 7) son _isosapog~ 

n.inas; l.a f:l.gura 8 muestra una sapogenina normal simi.1ar. Cu.E., 

vas a, by e (fig. ~muestra un espectro t1pico de extracto de 



38 

LONGITUD DE ONDA MICRoNES 

ID I05 11 11.5 12 

- IGID eso - -...-01:- ... 

FIG. 7. ESPECTRO 11'"FRARROJO DE ACETATOS DE ISOSAPOGENINA CRVDA. 

a. 1.6% 

b, o. 2% 

e, 0.08% 
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LO .. ITUD DIE OMDA. MICflOflillE8 
•p .,.. J,1 ., .. 

·- ... - -WU ... O.OC OMOA e9'1 

FIG. 9 •. ESPEC'IRO INFRAJllU)JO DE 

SUSTANCIAS NO ESTEROIDALES. 

•• 1 

FIG. 8. ESPECTRO INFRARROJO DE 

ACETATO CRUDO DE SAPOGENINA NO_! 

MAL. 0.45%. 

LM .. TWDll -·--· ..• ... .•. '" 
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plantas que contienen sapogeninas no esteroidales. La curva e 

muestra e1 espectl:o de una sapogenina triterpenOide.·-:·- Como se 

observa en las figuras. las sapogeninas triterpen~·id.e!"_~·\: carecen 

de las cuatro band~s· de absorción característic8::8 .. • ... P:~~.~:i~- -(¡ue-
·'.'¡-":-·;.¡,-;:·.-. 

la coincidencia en el comportamiento tensoactivO·~- he.ziiol!t·i·co • 
·' .~ ••• -,_ - e 

cambios co1oridos y 1a ausencia de estos detal1~~:.e.~-'~~'..~t'i;Ít., 
se puede co"nsiderar como confirmatorio de qUe···un:a .-g-¡¡·g·t~~rii"ia 

pertenece a este grupo. 

-,·;:.':;'.·-·--oc;:·-= 
a. 3) ·Resonancia Magnética Nuc1ear · (RMN) -·.-· 

-~"'.~ \, .:>~-
_-o,· ,·_ 

tri.terp e ti o ide~. 'coA<:>. J~~~· ~~t~roida
les y sus ag1iconas exhibén e~pT~.~I~-~:)i,on:j,'s~~i,~~~K~'~iJi~,iii:alles 
caracter!s ticos, como para idén~úii{i:¡:\ .f'iÚ::i.i.;;i<iii'i~ '.:jli ~;'upo a1 

- l:.~, /:_ ~ ·- ·./:º~·'-r;:".,, -.- •.,.c.';'·.::·· .. {:·:: 

Tan.to las sapo ninas 

:'.'.' /( •'";'. :·./ .·;;~'-.:· .. ;_ .. 
-··:._,, ::\::.: 

que pertenecen. 

a.4) ·Espect·rouietría de masas (E;M.)-

Debido a su escasa vo1a.ti1idad y a la ruptura casi insta!!. 

tlnea d~l en1ace hemiacetl1ico de 1os glic6sidos, en especial 

de las sapo nin as no se les determina su espectro de masas, 

pero el de sus agliconas y sus derivados acetilados o cet:6nicos 

ha sido objeto de varios estudios. El tipo de sust:ituyente en 

el sistema de ciclopentanoperhidrofenantreno y su posición pue-

de averiguarse por la fragmentación de esta porci6n de la moléc~ 

la. 
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IIIb.) Actividad Optica 

En las saponinas y sapogeninas esteroidales predominan 

las rotaciones 5pticas negativas, valores de -40ª a -85°, si 

hay doble enlace en C-5 la rotación se desplaza unos 50° más a 

la izquierda. Cuando C-12 es grupo ceto, como en 1a hecogenina, 

cacogenina, mexogenina. etc., 1as rotaciones van de -6° a +5ª y 

si tienen un doble enlace en C-5 también se desplazan unos 50ª 

a la izquierda. Las saponinas triterpenoides y sus geninas 

tienden a ser positivas, particularmente 1as geninas con rota

ciones de +50° a +120°. 

III.c) Detección de las saponinas 

Como se mencionó anteriormente, la presencia de las sapo

ninas es fácilmente detectable por su actividad hemo11tica, su 

habilidad para foºrmar espumas estables en solución acuosa, por 

su grado de toxicidad sobre los pescados ~ por cromatografía en 

capa fi.na. 

·rndice de Hemól:l:sis.- Fue propuesto por primera vez en 

1912 por R. Kobert, seguido por numerosos investigadores ( 41). 

En este método una suspensión de glóbulos rojos se hemo

liza con las saponinas disueltas en la muestra. La hemoglobina 

pasa de los glóbulos rojos a la solución, transformándola en 

una solución de hemoglobina transparen~e. Luego de dejarla en 
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reposo, la parte no hemolizada sedimenta y con una hemoli•is to 

ta1, se encuentra en e1 fondo de1 re~ip~ente_·una _ca~a tenue 

compuesta de los estromas de glóbulos rojos. La hemoglobina 

hemolizada por hidrólisis con saponina, es de. gran ~nterés prá~ 

tico, puesto que es el mejor método actual para la d~terminación 

de saponinas en vegetales (41). 

Determinaci6n de NGmero de espuma.- Este mEtodo fue pro--

puesto por F.W. Apt. 1921 y· E. Pfrau 1955 (41). El método 

no es recomendable para una determinación 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 agitación depe~ 

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

Indice ·de Pescado.- Este método está basado en la obser

vación del grado de toxicidad de la saponina sobre los pescados 

(Kofler 1927) (14), ha·. propuesto el m.étodo basado en la toxic_i 

dad de las saponinas sobre los gusanos Tubifex. 

Croma.toljrafJ:a en: placa (ina,- Normalmente, el uso de la 

cromatografía en capa fina es necesario para una mejor identif.i 

caci6n. Los disolve~tes que se recomiendan para la separación en 

las láminas de placa fina son resumidos en la tabla No. 9. Ad~ 

más• una variedad de rea e t.ivos de revelado pueden ser usados, 

1os cuales da~ caracter!st~cas de esteroides o triterpenos en 

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

SOLVENTE 

CHC1
3

/metanol/agua 

65:10-30:10 

CHC1
3

/metsnol/agua 

65:35:10 

Ac. Acético/etsno1/agua 
70:15:15 

n-Butanol/etanol/aguaE 
1:1:1 

n-Butanol/etanol/amoniaco IM 
60:13:30.5 

'· n-Butano1/etanol/amoniaco 5M 
7:2:5 

TIPO DE SAPONINAS REFERENCIA 

no po1ar (Tschesche & wu1f_f, 1973) 

no po1ar y neutra (Tschesche & Wulff, 1973) 

ácido y neutro (Tschesche & Wulff, 1973) 

ácido y neutro (Cou1son, 1958) 

polar y ácido (Wolf & Thomas, 1970) 

polar y ácido (Wolf & Thoma_s, 1970) 

E Desarrollado en cromatografía en pape1 

Datos tomados de Saponins. in· food" (t4) ,· 
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TABLA 10. REACTIVOS DE REVELADO PARA LA DETECCION DE SAPONINAS POR CROMA

TOGRAFIA EN CAPA FINA (LISBOA, 1976) 

NOMBRE 

Carr-Price 

COMPOSICION 

Tricloruro de antimonio 

saturado en CHCl b 
3 

Liebermann-Burchard 30% anhrdrido acético 
en ácido su1f úrico al 
50% 

Vainillin-acido 
fosfórico 

Ekkert 

Sol. de vainillina 
·al 2% en ac. fosfórico/ 
etanol (1 :4) 

1% p-anisaldehydo en -
ácido acético/ácido 
sulfú~~c~- ..... . 

CONDICIONES 

calor a 105ºC> ,v~rcfé~~·zül;;:_gris 
por ~5 ~·~: ~.·:; ~~-.- -~~:~;. ~'.·:~~:~·.':. ·<:·.·. 

~~~0~0ª~~~~-f~,\~lt~~2~:~z.~--
~, ;~'~::':''O""•~' :;.~'.~·.::;.•e 

calor a 90°C 
por 10 min. 

gris-azul-'-malva 

a El color producido depende de la naturaleza de la saponina 

b Esto ha sida usado COJllO un react:i'lo húmedo. Es l:Óxico ~ se debe ten.er -
precauc1ones durante su uso. 

Datos tomados de "Saponins in food.11 (14). 
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es necesario que se use~ yaiios criterios para su identíf ica-

ci5n. Las !~minas pueden ~~r tam~i~n rociadas con reactivos -

espec!ficos para azú~ar.;~ ~~~1 ~omo nitrato de plata). Un mé

todo ha sido recienteme~:~:e···_rep~r-tado en el cual la hemólisis es 

usada para detectar saponinas sobre ias !~minas de placa fina. 

Las !~minas son cubiertas con una __ suspensi5n de eritrocitos en 

gelatina y cloruro de sodio isotó_nico. Las saponinas luego a-
.~: ~, o ." .. - -

parecen como manchas blancas sob·r·e··un' fondo verde (14-). 

Método de Monroe;o et. a1 ... (!;5) 

El describe un método para la detección y estimación 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 positiva. las saponinas 

son hidrolizadas y las sapogeninas esteroidales en la mezcla 

cruda son detectadas y estimadas por medio de su espectro de 

absorción infrarrojo espectfico. 

Pro ce dimien to: 

Extracción de las saponinas a partir de \a::_:;.;ue~t-ra húmeda. 

400 a 500 g· de tejido de planta es triturad~ :.Y .20:0'.:g: ·del tri

turado se mezcla con aproximadamente 500 ml de. ~:l~:o-~oi etílico 

al 95 % • se s ame te a reflujo por 15-30 min·u tos; ::i·~.:-~,¡·.;s tra frta 

se filtra. se enjuaga y _se 11eya a un volumen de 1 litro con -
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alcohol etílico al 95%. 

Extracci6~ ~e ias ~~poniaas a partir de la muestra seca. 

50 gramos de muestr~ se pasan a trav~s de una malla molecular 

de 80-100 um, se me~clan con 300 ml de alcohol etílico y se s~ 

meten a reflujo por una hora. La muestra fr!a se filtra y se 

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

Detección hemol!tica de las saponinas. (estandarización de 

la sangre). 10 a 20 ml de sangre total humana se suspende en 100 

ml de una solución acuosa de cloruro de sodio al 0.85%, la suspe~ 

sión se enjuaga otras 2 veces con cloruro de sodio al 0.85% y se 

suspende en 400 ml de la misma solución. 10 ml de la suspensión 

turbia y l ml de solución de digitonina (10 mg de digitonina p~ 

ra en 100 ml de alcohol et!lico a1 80%), son mezclados en tubos 

de centr1fuga de 15 ml, la me~cla se ~eja en reposo a temperatura 

ambiente por 5 minutos y se compara visualmente con un tubo de su~ 

pensión de sangre que no fue tratada. Si la hemólisis es comple

ta, el tubo que contiene la digitonina es clara (esto puede che

carse por centrifugación). La solución hemolizada da o no -

un precipitado rojo. De acuerdo a la experiencia del autor, 

la hemólisis completa de l ml de digitonina no ocurre bajo esas 

condiciones experimentales, de ah! que la suspensión de sangre -

patrón, es progresivamente dilu!da con cloruro de sodio al ~851 

hasta 10 ml de suspensión de la sangre la cual completa la he-
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cólisis a temperatura ambiente en 5 minutos. De esta manera. -

diferentes muestras de sangre deben de ser estandarizadas ·para 

dar una hemólisis equivalente con digitonina. La solución pa--

trón puede ser guardada por una o 2 semanas bajo refriger.ác'i/;n. 

Detección de las saponirias.~ Un mililitro de extracto~de· 
: -- 'e-.•-' 

planta se adiciona a 10 m1 de~~-·ª"~s·pe:llsión_ de sangre estandári-Za-

da. 

es 

Después de 5 minutos •. --i:a~:~presenci-a o ausencia de' hem:ó1-isls 

observada igual que como~para la estandarización de sangre. 

Si la muestra da una pru~b.a )1:~gat"iva~ se descarta. Si la mues-

tra da un resultado positivo,·> las saponinas son hidrolizad.as.· y 

las sapogeninas esteroidales en e1 extracto crud~ son d~~~it~-

das y estimadas por medio de. su espectro de absorción infrar_r~ 

jo caracterfstico. 

Aislamien%o de las sapogeninas crudas.- Una allcuota del 

extracto alcohólico equivalente a S.O g de la planta original 

es evaporada bajo corriente de aire en bafio marta y el produc-

to es transferido con un total de S ml de alcohol etílico al -

50% a un tubo de reacción de 1.6 x 13.0 cm provisto con un tu-

bo T. Se adicionan S ml de benceno satura.do can alcohol etíli-

co al 50%, se agita vigorosamente y el tubo es centrifugado de 

!500 - 2000 rpm durante un minuto. La capa de benceno se des-

carta y la extracción con benceno se rep~te. El extracto d~ ~-

C-enceno con ti.ene grasas, pi.gmentos,. etC .. , y '.es .desc·a.~~.a40~ s_é. 

adiciona suficiente ácido clorh.tdri:co concentrado al 'extra'c.to o_; 
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residual para dar una concent.raci5n de aproximadamente 4N. Se 

agregan uno o 2 ml de bencerio~f~~~: .. conecta~i~'su conderi~ador. 

El t:ubo se sumerge en baño de. agu·a· .·;,;.··.:78 ~: ·..., · a·a ºe P.º1: 2.· horas• 
.. ·,< : e ,::i:_t:::: •• ;:· ,-_···, 

después se retira del bañ·,;·,: ·:5.;, ."ell'f~íá•;·· se agrega 5 ml ·de be ne.!_ 

no con 10% de alcohol etíliso~ el tubo. se agita. se centrifuga 

y se repite 1a extracción 2 veces. El extracto de benceno que 

contiene las sapogeninas crudas, se evapora bajo corriente de 

aire y se le agregan 2 ml de anhídrido acético, se mezcla y se 

deja reposar por 1 minuto. El acetilado crudo de sapogeninas 

es transferido a un tubo de centrífuga con 5 ml. de benceno y 4 

ml de met:anol saturado con hidróxido de potasio, se mezclan vi-

gorosamente e inmediatamente se adicionan 5 ml de agua y se ce!!_ 

tri fuga. La capa de benceno se guarda y el extracto acuoso m~ 

tanólico residual se extrae 2 veces más con benceno. La fase 

de benceno que contiene el acetato de sppogenina se coloca en 

un evaporador bajo corriente de aire en baño maría y el residuo 

se pone a peso constante a 110ºC. 

III. d) ::A:Lslam:lerit:o de ·:i:as· ·sapo.riinas 

Las saponinas pueden ser aisladas de las plan.tas ·por ex-

tracción con so1ventes orgánicos tales como acetona .o éter d~e-

tílico. usando un extractor Soxhlet para remover 1ípidos, pigme~ 

tos. etc. El disolvente luego es cambiado a metano! para dar 

un extracto crudo conteniendo a las sapon~nas. El método más 

comunmente emp1eado para Sislar las saponinas de la planta es 
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el de Kitagawa et. al. 1976 (46), él aisló la soyasaponina I -

(mayor), II y III. (Estas. poseen un soyasapogenol .B como. agl.:!:_ 

cona comGn) de un extractó nie.tanólico de soya (Glycine Max Me

rrill, Leguminosae) y el~:·~={~¡) m.ediante evidencias químicas y -
. .. . . . 

fisicoqu!micas la estructura de las 3 soyasaponinas. 

Método de Kitagawa et. al (46) 

El extracto metanólico (1.4 Kg) se obtiene a partir de la 

soya pulverizada que es desengrasada con n-hexano y se extrae 

con MeOH a reflujo (57). El extracto preparado se fracciona en 

una mezcla de N-BuOil-Agua (1: 1) y la mezcla de isoflavona res'u.!_ 

tante se separa como un precipitado amarillo brillante. Duran-

te el procedimiento se realiza una cristalización fraccionada -

con MeOH de la mezcla de isoflavona, dando genistina de 253-255 

•e (mp) y daidzina de 234-236°C (mp). (Ambas se identificaron 

por IR y RMN. 

La capa de n-butanol se evapora a presión reducida para -

dar un residuo, el cual se disuelve en una pequeña cantidad de 

MeOH y es co1ocada en una cantidad en exceso de éter. El pre-

cipitado crudo de las saponinas se colecta por ffltración y se 

pasa a través de una columna de carbón (200 g ) y celita 535 

(200 g.) con metano!, para dar una mezcla de saponinas C"'- 30 g), 

que se lavan con n-BuOH y una base débil. 
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La porción insoluble (20 g) se colecia, se ceritrifuga y 

es cromatografiada en sÍ.lica gel (500 g) eluyendo ,con CHC1
3 

-

MeOH-H2 0 (7:3:1) para dar soyasaponina I (5;5 g), If (0.5 g), 

III (0.1. g) y una mezcla de soyasaponina I y II (2g). 

III.e) Determinación Je la composici5n qu!~i~• d~ las •aponinas 

La determinaci5n de la composici5n qu!mica de las saponi-

nas por análisis de sus carbohidratos y sus agliconas en el hi-

drolizado ácido, es quizá el método más confiable para su iden-

tificaci5n. Las técnicas empleadas para el estudio de la es--

tructura y estereoquímica de las saponinas. fueron descritas 

por N. Basu y R. P. Rastogi (54) en esta revisión se informa 

la detección de las saponinas y sus gen1nas, por medio del co-

lor que producen con varios reactivos. por ejemplo. Liebermann 

-Burchard, cloruro de tionilo, ácido fosfomol!bdico, ácido s!l~ 

cotúngstico.etc. y por hem5lisis de sangre. Otros 

reactivos que se describen para la detección son: una mezcla 

de metaperyodato de sodio - permanganato de potasio y tr~ 

cloruro de antimonio/cloroformo - vainilla /cloroformo (5:4~1). 

También reportan varios métodos para el aislamiento de 

saponinas crudas y su purificaci5n. 

Las saponinas insolubles en agua, generalmente precipitan 

en extractos alcohólicos. La precipitaci5n de saponinas solu-

bles en agua· puedeefectuarse en form.a de estearina o c.omplejos de 
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colesterol, así las saponinas liberadas pueden cuantifi--

carse. Basu et. al. refiere el uso de electroforesis en pape1 

para la purificación de saponinas usando buffers de borato acu~ 

so y sus geninas usando butanol: ácido acético:agua (1:1: 

2.25). También reporta un método en el que emplean intercam--

biadores de iones con el cual se obtienen magníficos resulta--

dos. Así la araloside A. es absorbida en Dowex I y eluida con 

10% de ácido acético seguido de 90% de alcohol, las saponinas 

de Redera Helex y Glycyrrhiza glabra.son absorbidas por ínter-

cambiadores de iones de una solución de sales de sap·onina-tri~ 

tilamina y eluidas por desplazamiento con iones Cl-, las sapo

ninas de alfalfa son purificadas por cromatografía de interca~ 

bio.iónico, previa a la precipitación con colesterol. En el -

caso de saponinas ácidas, se reporta la ventaja de que las sa

poninas crudas precipitan con sales de sodio o de amonio o por 

esterificación de los grupos carboxilo con diazometano antes -

de la cromatografía por partición. Los azúcares son nor-

malmente identificados por el método convencional de cromato-

graf1a en papel. en varios s~steaas de solventes·~ 

Los azúcares metilados individuales, son identificados por 

comparación directa o por cromatografía de·sases usan.do una c~ 

lumna de neofenthyl glicol adipato poliester al 5% en chromosorb 

W (operando a una temperatura de 150° C). La espectrometría de 

masas también es de gran valor en estas determinaciones. 
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Las fracciones de sapogenina obtenidas·' por hidrólisis á

cida, son identificadas por espectrometr{a de masas de alta r~ 

lución, a través de sus acetatos y ~steres metílicos correspo!!. 

dientes. Las sapogeninas también son identificadas por croma-

tograf{a de gases. Para analizar1as, se silanizan por trata--

miento rápido con TRISIL/BSA para producir trimetilsililesteres. 

La mejor resolución de las sapogeninas sililadas se observa en 

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

(7). 

Los benzoatos derivados de la mayoría de las sapogeninas 

que se encuentran en especies de agave, han sido analizadas --

por cromatograf{~ líquida de alta presión (BPLC) sobre una co

lumna de 250 x 4 mm i.d. Lichrosorb RP8 (fase reversa) usando 

acetonitrilo-agua (80:20) como fase móvil. La sarsapogenina, 

deshidrotigogenina y diosgenina también pueden ser separadas -

en el mismo sistema (55,59 , 60)• Por el uso de dos sistemas 

de solventes (isoctano/n-pentanol/acetonitrilo/agua (124:35:12: 

2). Para glicósidos de baja, mediana y alta polaridad es pos.:!_ 

ble separar 14 glicósidos digitales en Lichrosorb Si-60 (6~). 

Los glicósidos cardiácos se pueden derivat~zar con clor~ 

ro de p-nitrobenzyl (62, 63), de esta manera se mejora su de-

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

Varios de los métodos usados ~ara la identificación de -

saponinas pueden ser modificados para dar una información cua~ 

titativa. 

l.-Aná1i.sis cuantitativo de saponinas por determinación 

de su rendimiento 

Una indicación útil para determinar el contenido de sap~ 

ninas de una planta. aunque solamente en l!mitesbajos puede 

ser obtenido por determinación del rendimiento de la saponina 

purificada siguiendo el procedimiento sugerido por Birk, et. -

al •• en 1963 (64) o bien el de Applebaum et. al. en 1969 ms ). 

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

Ishaaya. 

200 gr de flor de soya se suspenden en 2¿ de etanol al 

80%. se agitan por 23 horas a 50-60°C y el residuo se extrae 

después de la filtración con otros 2! de etanol al 80%. El -

etanol se remtteve de los filtrados combinados por destilación. 

Los pigmentos y otros materia1es se remueven por extrac

ción de la solución con porciones de 200 ml de éter et!lico --

hasta que e1 color desaparezca. A la soluci&n acuosa remanen-
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te se l.e agregan 20 g: de cl.oruro de sodio y ácido cl.orhídrico 

hasta pH de 4-5 y se mezcl.an con 300 ml. y 150 mI de butano1 s~ 

cesivamente. Los extractos combinados de butano1 se Iavan 2,-

veces con 50 ml de cl.oruro de sodio al 5%. La fase l.avada de 

butano1 se concentra bajo corriente de aire obteniéndose un 

rendimiento de 4 gr de material. crudo. 

1 gr de l.a preparación seca se suspende en 100 m1 de 

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

do formado, se separa por fil.tración, suspendiéndo1o en 50 m1 

de metanol. al. 80% ca1iente y neutral.izando con ácido c1orhídrl 

ca. La sol.ución turbia resu1tante se fi1tra y se concentra a 

0.75 de su volumen. Se adicionan 50 ml. de agua y el precipit~ 

do de soya se co1ecta por fil.tración, se Ia~a con acetona y se 

seca. 

Para determinar l.a actividad hemol.ítie~ del. extracto de 

saponina se usa el. método de Kofl.er's (14) y 0 1 De11 et. al. 

(66) para esto 1 ml de extracto de saponin~s en buffer de fos

fato O.JM pH 7.4 se mezcla en un tubo de ensa.yo con 1 m1 de 

suspensión de glóbul.os rojos previamente l.avados. La suspen--

sión mezclada se deja reposar a temperatura ambiente por 20 

Hrs. La hemólisis se define de acuefrdo a Buchi (41), como Ia 

ausencia de precipitado en el fon.do del tubo de ensayo y el Í.!!, 

dice hemolítico se ca1cu1a dividiendo el peso de Ia mezc1a de 

reacci6n. entre el peso de extracto de sapon~n~ ensayado. 
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El efecto inhibitorio del extracto de saponinas sobre la 

actividad proteolítica de larvas de Tríbolium castaneum es ex~ 

minada por el método de digestión de caseína a 280 mu (64). 

La separación por cromatografía en papel del extracto -

de saponinas se hace en papel filtro . .Iolb.at::manNo. 3MM. El papel 

se lava antes de la cromatografía con butanol/etanol/agua 

(6:2:3) y se seca. Se aplican soluciones de extracto de sap~ 

nina en etanol al 80% en dirección ascendente. Las manchas 

son detectadas por inmersión del papel en reactivo de Carr Pr~ 

ce (solución saturada de tricloruro de antimonio en cloroformo) 

y calentado por 5 minutos a lOOªC, los cromatogramas se hacen 

por duplicado y la mancha que no se hizo reaccionar con react~ 

vo de Carr-Price se eluye con etanol al 75%, el etanol se re--

mueve por destilación y en los residuos se examina la activi--

dad proteolítica 

b) Método de Shalom W. Applebaum, Shlomo Marco y Yehudith 

Birk. 

Ide~tificación cromatogrSfica y caracterización de semi-

llas de leguminosas. 
• 

Las saponinas se eztraen con etanol al -

80% como lo describe Birk et. al. ( 64). Los extractos etanól_! 

e.os se tratan con éter dietllico para re¡a:over los pigmentos ·r!:: 

siduales. La solución acuosa libre de éter se lleva a un pH 4 

y se refrigera toda la noche. El precipitado formado se remu~ 
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ve por centrifugación a 1~5,000 x G por 30 minutos. El sobre-

nadante se trata con CaO, con agitación constante para precip~ 

tar las saponinas. La mezcla se filtra a través de papel fil-

tro Whatman No: l. Las saponirias se encuentran. tanto en el pr~ 

cipitado, como en el filtrado. Las saponinas sobrenadantes 

son una fracción distinta y no precipitan con exceso de CaO. 

El precipitado que contiene las saponinas como sales de Ca, se 

mezcla con 20 ml de etanol absoluto y la suspensión etanólica 

se neutraliza con H2 so 4 diluido, la solución se lleva a una co~ 

centración final de etano1 al 80% y se agita toda 1a noche a -

55°-60°C. El filtrado se concentra en vac~o a un volumen m~u~ 

mo de agua y se 1iofi1Íza (Preparación I). 

El sobrenadante obtenido, después de la precipitación de 

las Ca-saponinas. se trata de manera similar, se extraen con -

etanol y se neutralizan con H2 so4 • después se concentran a va

clo y se 1iofi1Ízan (Preparación II). La separación cromato--

gráfica en papel de las preparaciones se hace en papel filtro 

Whatmau N. 3 MM, como se describe por Birk et. al. (64) para -

saponinas de soya. 

Para la identificación de los componen_tes de la. aglicona 

de las diferentes preparaciones de saponinas, se hidro1izan en 

H
2

so
4 

IN en dioxano-agua (1:3) por 5 horas bajo reflujo (con-

diciones óptimas para la hidrólisis de saponin~ de soya). El 

hidróxilado frlo se diluye con agua y las sapogeninas son ex--
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traídas con éter diet!lico y analiz~das por cromatografía en -

papel circular de a¿uerd~ ~o~ Geit~tner (6~). 

La actividad hemolítica in vitro, se determina por el mé

todo de Buchi et. al. ~L) y el índice hemolítico se calcula -

de acuerdo a Wasicky and Wasicky (65). 

2.- Bioensayos para el an~lisis ctiantitativo de •aponinas 

Los bioensayos que se han empleado para determinar e~ con

tenido de saponinas, se basan en la propiedad que tienen de 

formar espuma en soluciones acuosa, la de hemolizar cé1ulas 

sanguíneas, en la propiedad de inhibici6n de la actividad pro

teolítica de larvas de Tribolium castaneum (ya mencionado) 

en el grado de inhibici6n del crecimiento de Trichoderma 

viride o bien en su grado de toxicidad sobre los pescados. 

a) Medici6n de la formaci6n de espuma. 

La actividad de formaci6n de espuma de las saponinas se -

mide por el método de 0 1 Del1 et. al. (66), el cual incluye la 

agitaci6n de 5 ml de 0.01 - 1% de saponina en K2 HP04 1/15 M 

por un minuto en un cilindro graduado de 25 ml midiendo la ca~ 

tidad de espuma tomada después de otro minuto. Este método c~ 

rrelaciona la cantidad de espuma formada y la concentraci6n de 

saponina cuando se exa•.ina con diferentes cantidades de varias 
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saponinas. 

b) Metodos basados en 1a hem61isis de célu1as sanguíneas. 

Los métodos antiguos fueron descritos por Kof1er (14) y -

Birk (4). La confiabi1idad de estos métodos recae en una con-

centraci6n crltica de saponina, 1a cual es requerida para e1 

rompimiento de los eritrocitos (lndice hemo1ltico). En esce 

método, varias cantidades de materia1 que contengan saponinas 

son mezc1ados con. una suspensi6n de eritrocitos 1avados en bu

ffer isot6nico a pH de 7.4. Después de 24 horas, 1a mezc1a es 

centrifugada y la hem61isis se indica por 1a presencia de hem2_ 

globina en el sobrenadante. La mlnima cantidad que pueda pro-

ducir hem61isis dará 1a concentraci6n de saponina que proveerá 

el lndice hemo1ltico para 1a saponina en particu1ar. E1 !ndi

ce hemo1!tico dependerá, tanto de 1a natura1eza de la saponi

na y de 1a especie animal de donde 1os eritrocitos fueron obt~ 

nidos. Este dato es esencia1 cuando se usan estándares prepa

rados a partir de auestra de aaponina purificada o de mezc1as 

de aaponina que ya han sido medidas. 

Método de Hajko et. a1. (67) 

En este método la a1fa1fa semezc1u con ao1uci6n salina f~ 

siológica para e1uir las saponinas. La sangre se añade a1 e1u~ 

do y 1a hem61isis es medida espectrofotométricamente por un i!!_ 
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cremeneo en ~1 ~~lor r~jo~ 

Método de Monroe E. Wa11 (modificado). (53) .. _ 

Se basa en 1a propiedad que tienen 1as saponinas triterp~ 

noides de unirse a1 co1estero1 que rodea a 1os eritrocitos, 

disminuyendo 1a tensión superficia1 de 1a membrana y provocan-

do como consecuencia su ruptura. Como e1 g1óbulo contiene he-

mog1obina, Esta queda en 1ibertad y pasa a diso1verse en el -1! 

quido en e1 que estaban suspendidos 1os eritrocitos. 

g1obina por ser de co1or rojo absorbe a 540 nm. 

La hemo-

Preparación de 1os extractos: 

2 a 3 g de muestra se hierven a reflujo con aproximadame~ 

te 20 m1. de etanol, agitando durante 25 minutos. Se enfría 

la mezcla, se filtra cuantitativamente, se 1ava e1 residuo y 

se afora a 25 m1 utilizando el mismo diso1vente. 

De cada _extracto así obten.ido, se uti1izan 0.4 m1 como m.! 

x:imo. Los extractos usados se diluyen o concentran para hacer 

la determinación. 

Preparación de eritrocito~: 

1.0 ml de sangre se agita con perl.as de. vidrio con el obj_<! 
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to de desfibrinarla. Se hace l.o más cuidadosamente posibl.e p~ 

Enseguida, se adicionan 10 ra que no se hemolice demasiado. 

ml. de solución salina y se centrifuga a 2000 rpm a 18ºC y se 

decanta el sobrenadante. El paquete de er i trae i to·s obtenido 

s~ resuspende en soluci6n"·sa1ina y se centrifuga nuevamente. 

Este proceso se repit~ hasta que el sobrenadante estl claro, 

lo que indica que ya no hay hemoglobina libre. Con el paquete, 

se hace una dilución 1:4 util.izando solución salina con agar. 

Procedimiento: 

l. Se colocan 0.2 ml de la suspensión de glóbulos en un t~ 

bo d~ ensayo, sin que resbalen por las paredes. 

2. Se adicionan 5 ml. de so1ución salina a cada tubo 

3. Se añaden vol.úmenes de etanol. que van de O .o m.l a O. 40 

ml de acuerdo a la cantidad de extracto problema que -

se utilice. La suma de ambas al{cuotas debe ser igual 

a O. 40 ml. 

A. Se adicionan l.os problemas. El volumen que se utilice 

será aquel cuya hemólisis se localiza en el centro de 

la curva estándar. Esto quiere decir, que antes de la 

determinación propiamente dicha, se harán tentativas 

para decidir si se concentra o se diluye el extracto -

original. 

5. Una vez que se adicionaron los extractos. se agitan r.8p_! 

damente y se dejan reposar por 10 minutos a temperatu-
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ra ambiente. Es importante hacer notar que el tiempo 

de agitación debe ser igual para todos los tubos, ya 

que es un factor decisivo para e1 rompimiento de las -

células. 

6. Se centrifµgan los tubos y el sobrenadante se lee a 

540 nm contra e1 blanco para obtener A. 

plicado de cada muestra 

Se hace un d~ 
l 

7. Debido a que la mayoría de los extractos presentan co-

lor. es conveniente restar su absorc~ón de la corres--

pondiente a la hemoglobina. Para el1o, se procede co-

mo en la parte anterior, pero omitiendo los eritroci--

tos y adicionando agua en su lugar. Se lee contra 

agua para obtener B. 

8. Como: D.O. de la hemoglobina libre • A - B, la D.O. re 

sultante se interpola en la curva estándar correspon--

diente. 

Curva estándar de aaponinas. 

Se procede en la misma forma que para los extractQs, sólo 

que sustituyendo :atoa por la solución patrón. Se trabaja en 

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

y problemas deben ser exactamente iguales. 
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Método de Kartning et. al. {14) 

Es una variante muy sensible del método de hem6lisis. En 

él se usan discos de papel filtro que son mojados con la solu

ción de saponina y embebidos en una preparaci6n de eritrocitos 

en gelatina. El diámetro del área durante la cual se extendi6 

la hemólisis en un tiempo espec~fico es proporcional a la con

centración de saponinas. 

Método de Khristow (6~ 

El describe un método de cuantificaci6n de saponinas por 

difusi6n en agar. En este método las saponinas son cuantific~ 

das con 5% de error por difusión en agar sangre por incubaci6n 

a 37ºC, durante 16-18 horas, usando soluciones dé saponina 

a pB de 7. 4, después de remov.er·las saponinas del extra_s. 

to (45% de EtOH).· 

~) Métodos basados en la inhibición de1 crecimiento de Wi 

croorgan:ismos. 

Bétódo de Horber (69) 

El ide6 una técnica pa.ra estudiar .las saponinas de la al

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

la pulga de ch~charo. Esta técnica fue desarrollada en base a 
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estudios previos en_donde se encontró que las saponinas de las 

legumbres. constituían un mecanismo metabólico de defensa de -

la planta, al ataque de los insectos (65) y de que las saponi

nas de la alfalfa (7) interferían con la actividad normal de -

los insectos. Este bioensayo diferenc~a claramente saponinas 

de diferentes orígenes {ej. Yucca sp) oedicago sativa y dife--

rentes variedades (ej. Lehantan y DuPuites). En un programa -

de cría, se intentó bajar los niveles de saponinas de la alfa! 

fa, para este estudio se usó un bioensayo con·el hongo tricho

derma viride e 70). 

Método de Zimmer, et. al. (70) 

Se preparan extractos por triplicado de boja de alfalfa -

seca molida de la famila 36 FÍ y SÍ• suspendiendo 10 gr de ·h~ 

jas de alfalfa seca y molida en 100 ml de agua destilada, la -

suspensi6n se mezcla por 20 minutos. a 121°C bajo presi6n y se 

filtra. Los extractos recuperados de la familia de planta 

36 F
1 

y s
1 

se usan en proporci6n 5, 10 y 20% en una formulación 

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

se usan cajas petri por triplicado, A cada caja petri se sie~ 

~ran con un disco de 5 mm de Trichoderma viride. 

Enseguida, las cajas se in~uban a 30°C y se miden los di~ 

~etros de las coionias, despuGs de 48 horas. Los datos obten~ 

~~dos se convierten a un porcentaje de contro1 con p1acas con-
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trol conteniendo únicamente 2% de potato - dextrosa- agar. 

Los datos obtenidos se 

rianza y covarianza. 

Livingston 

a1fa1fa seca, 

fa1fa germinada 

Método de 

Reactivos. · 

Emu1sí6n antiespumante (FG-10) 

ácido medicagénico en 

de a1f a1fa y a1 

Potato dextrosa agar (PDA) ph 5.6 a 25°C 

Estándar de saponinas. Muestras de ácido medicagénico 

de alfa1fa, conteniendo 0.2 mg/ml de agua 

Trichoderma viride.- los hongos crecen en P.D.A~ 

Preparaci6n y purificaci6n de1 extracto 

Pesar cuidadosamente l 6 2 g~ de producto de a1falfa en -

un matraz vo1umétrico de 100 m1 y adicionar 30 m1 de etano1-

agua (1+1) el matraz se conecta a un condensador y se co1oca 

en baño maria a 95°C de ta1 forma que cubra ~1 nive1 de -

diso1vente, se pone a reflujo durante 2 ~horas, se enfr!a y 

se fi1tra a través de un filtro de vidrio. Los crista1es son 
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1avados 3 veces con porciones de 5 m1 de agua. Se combinan 

1os lavados, se transfiere a un frasco de fondo redondo, se a-

dicionan 2-3 gotas de emulsi5n antiespumante. La mezc1a se e-

vapora a vacío en un evaporador rotatorio en baño Qaría. 

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 preparación e inoculaci5n del medio se disuelven 39 g de -

patato dextrosa agar {P.D.A.) en un filtro de agua en ebulli-

ción y vaciar el medio en tubos de cultivo, (8 ml/tubo) tapar 

los tubos y autoclavearlos 15 minutos a 15 psi. El medio pue-1 

de almacenarse hasta un mes perfectamente tapado. 

a) Adici5n de estándar de saponinas. 

Colocar los tubos con medio en baño maría hasta que esté 

líquido y adicionar 0.1 ml de soluci5n estándar de saponinas -

por cada tubo. 

b) Adición de extracto~ 

Adic . .ionar al!c.uots.s de l.a. muestra.a a cada tubo con m.edio 

y mezc1ar e1 contenido y autoc1avear 15 m~nutos, vac~ar en ca

jas petr.1 estériles. Después, enfriar e inocular las placas -

de muestra con trichoderma viride para control si usa PDA. T~ 

me .inóculo de la periferia del trichoderma a partir del control 
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de agua y colocar por un tiempo d~ 64-74 horas a 12b 0 c. 

. . 
Medición de la potenci~.- Medir el c~ecimiento en cada --

disco en co. y c·alcular el % de cre'ciiniento ·de· 4 Pl·acas control 

para cada ensayo. preparar una·curva. es~~n~~~- con·s~pon~na de 

alfalfa purificada. 

Antes del análisis se requiere determinar el rango relat~ 

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

por <!uplicado. Calcule la concentraci6n de saponina (en %) y 

en muestras desconocidas por análisis de la relación de incli-

nación, usando la porción de la curva donde tanto el estándar 

como 1a muescra. dan lrneas de respuesta. 

M<?todo de Janes, M, and Elliott F. (72) 

-.D·esar.rollaron· dos en.say 0 s, en base a los resultados obte-

nidos de la detecci6n de saponinas por hemólisis de eritroci--

tos. Uno mediante la evaluaci6n de ensayo con peces y otro 

por determinación química de saponinas. 

Ensayo con eritrocitos. 

Los extractos de saponina cruda se preparan remdjando 2 -

g de hojas de alfalfa en 23 ml de solución salina fisiológica 

120 min. La me%cla se filtra a través de 2 capas de gasa y el 
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filtrada colectado se refrigera a 2ºC hasta su uso. 

La solución de eritrocitos se prepara por,cen~~ifugación 

de la sangre humana citratada a 5,900 r.p.m. durante 5 minutos, 
- ',.,,. 

las células sanguíneas colect·adas se lavan dos· veces y se sus-

penden en un volumen que varía de (20 -. 980 ml) . de soluci6n S.!. 

lina fisiológica. 

Para evaluar cada extracto de planta se usan diez tubos -

conteniendo cada uno l ml de la preparación de eitrocitos. 

ml de extracto de planta se agrega al tubo No. l, 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 dilu!do 

(1. 3 ml de extracto de planta + O. 7 ml de soluci6u salina) se -

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

ma manera a través de los tubos 4, 6, 8 y 10. 

Para esto se usa una jeringa de 1 ml. La relación de el vol.umen de 1a 

preparación de eritroc:Ltos al 2% ./volumen de extracto de plan-

ta no dilu!do es 1.00/1.00, l.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 l al 10 respectivamente. Los tubos son colocados 

por 30 minutos, enseguida se sacan del baño y se dejan a temp~ 

ratura ambiente por 15 a 20 minutos antes de la lectura. 
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Las concentraciones de los extractos de planta en la mez-

cla de reacción se obtienen por transferencia de. la mitad de -

la mezcla inicial de extracto de planta - eritrocitos a través 

de una serie de tubos conteniendo so1amente preparación de er~ 

trocitos. En esta serie la concentración del extracto de pla~ 

ta disminuye y en las distintas series estándar la concentra--

ción de eritrocitos incrementa. Este método rápido permite la 

obtención de gradi~ntes de concentración y los resultados son· 

parecidos a los obtenidos en una serie estándar. A 1a caneen-

tración más baja del extracto de planta que causa hemólisi~ --

completa se le llama título. La hemólisis completa se define 

como la ausencia de sedimentación eritrocítica en el fondo del 

tubo de prueba. El valor del título de hemólisis se establece 

con el último tubo que contiene una hemólisis completa y la es 

timación del porciento de hemólisis en el tubo adyacente. 

El valor hemolítico se calcula como: 

-Volumen de· preparación de ·erJ:trocit:o ·al ·2% 

Volumen de extracto a la concentración título 

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

Se usan pequeños lotes de pimephalea promelas de fuente -

comercial de 4.0 - 4.5 cm de longitud. que se colocan con agua 

a 20°C por no más de 2 dras. El extracto crudo de saponinas 

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

destilada por 120 minutos. La mezcla se filtra a través de 

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

2ºC hasta su 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 m~ 

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

son cubiertos durante el ensayo (180 minutos máximo). El tie_!! 

po en el que el pez queda inmovilizado se anota~ Se recomi.en-

da hacer 2 determinaciones para cada extracto por analizar. 

Ensayo Qurmico (basado en el Método de 'V'an Att:a e. al) (7 3) 

. ,, 
En un matraz Erlenmeyer de l.t se mezclan. lS g1· 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 etrlico al 95% se 

mezcla. se tapa y se deja reposar 20 horas; des-ués se le adi-

cionan 53 ml de alcohol et%lico al 95% y 162 ml de agua. El -

volumen del 1%quido adicionado es de 500 ml y la concentraci5n 

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

y a un.a. porci5n. de 50 111.1 ·.de extrae.to de solución alcoh5lica --
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(equivalente a 1.5 g. de :mueatra de aire) se le adiciona 1 g. de 

carbón activado y es colocado en vapor de aire caliente con a-

gitación ocasional por 15 minutos. 
--< 

Por medio de un filtro de 

succi6n de 5.5 cm, el extracto se filtra rápidamente a través 

de papel, se enjuaga y se completa a 100 ml con 50% de alcohol 

e tíl.ico. El filtrado se evapora y se termina de secar con co-

rriente de aire caliente. El residuo se disuelve con 20 ml de 

agua hasta completa disolución y se agregan 1.5 g· de carbón 

activado. La mezcla se ag~ta ocasionalmente y se cont~nua_.ce-

!entando con vapor por 5 minutos. La mezcla se filtra a tra--

vés de papel. si· el filtrado contiene carbón, se vuelve a 

filtrar hasta obtener un filtrado libre. Se lava el carbón que 

queda en el embudo con 4 porciones de 20 ml de agua seguida de 

2 porciones de 10 ml de al.cohol etílico al 20%, las saponinas 

quedan aasorbidas en el carbón y el filtrado y los lavados se 

descartan. Para eluir las saponinas adsorbidas en el carb6n, 

éste se lava con una mezcla de piridina (grado purificado) y -

alcohol et.tlico absoluto, 3:7 (v/v). Se evapora el alcohol y 

la piridina en vacío, el residuo se introduce en una estufa 

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

3.- Métodos espect·rofotométricos para el: a:nál:f:sis ·cuanti-

·tativo de ·saponinaa 

En 1941 los investigadores: Wasicki. y Schulk, o. I 

Sarmol. (.7) propusieron los aEtodos espectrofotom.Etricos para 
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la determinación de saponinas. Estos métodos se basan en la -

formaci6n de ~ompu~stos de absorci6n derivados de 1as sapon~nas. 

Método de 'Walker et. al.. (74, 7 5) 

Describe un método para la determinación de saponinas en 

azúcar de remolacha, en este método l.as saponinas se precipi-

tan a partir de las soluciones de azúcar por acidificación. 

El :precipitado ..sa.-radícu.,J:v.e y se•riJ.t:ray el: filtrado es determinado co

lorimétricamente. al hacer reaccionar 1as sapon~nas disueltas 

en ácido acético glacial con SbC1
5 

al 10% en CHcl.
3 

durante 10 

minutos dando lugar a la formación de un color rojo que absor

be a 535 nm. 

Procedimiento: 

Disolver 125 g de azúcar en 250 ml de agua y adicionar 

2.5 ml de HC1 concentrado. Filtrar el precipitado en un embu-

do Buchner y lavarlo con agua acidific~da. Se deja secar du--

rante 20 minutos a 105ºC. Disol.ver el precipitad.o en 8 111.l. de 

ácido acético glacial caliente y aforar a 10 ml. Para la de--

terminación colorimétrica se coloca en un tubo de ensayo 1 ml 

de la disolución y se adicionan 7 ml de SbC1 5 al. 10% en CHC1 3 , 

Mezclar y dejar reposar por 10 minutos y medir la absorbancia 

a 535 nm. El contenido de saponinas se cal.cul.a por in.terpola-



72 

ción en una curva estándar. 

Procediin:t.ento: 

En un matraz de 500 m1 disolver 50 g' de azúcar con 150 

m1 de agua a tempe-rat;.ura ambiente y 11evar a un pH de 1 - 1. 4 

con HC1. 'Fi1trar 1a mezcla a través de un filtro de. ~idrio 

previamente lavado con 5 m1 de ácido acético glacial ca1iente 

y 30 m1 de agua. Enjuagar e1 matraz con 15 ml de ácido dilu!-

do ( 1 m1 de ácido concentra + 1 1itro de agua) y pasar a tra-

vés de1 fi1tro. E1 e1uado obtenido se trata con 5.2 ml de ác~ 

do acético g1acia1 ca1iente y se co1ocan a1icuotas de 1 m1 en 

frascos viales 1impios. Para 1os b1ancos se adicionan en 2 

via1es por separado l ml de-saponina y un m1 de e1uado ácido 

respectivamente. A todos 1os viales se 1e adicionan 7 ml de 

SbC15 -cHc1
3

• se dejan reposar_ durante 10 minutos y se lee la 

absorbancia a 535 n•. 

Método de Van Duuren A.J. (76 ) 

Van Duuren describe un_ método espectrofotométrico para 1a 

determinación de saponinas en remolacha. usando sapogenina co-

ap materia1 de referencia. En este método e1 ju~o prensado se 

acidifica a pH de 1, ae ca1ienta una hora a lOOºc. se enfr!a 
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y se centrifuga. se tira e1 sobrenadante. e1 residuo se lava -

con agua acidificada y luego se disuelve en EtOH. Se evapora 

un volumen de esta soluci.Sn conteniendo 0.5 - 2.0 mg de sapon.!. 

na hasta 5 m1, se agregan 4 m1 de agua y 1 ml de HC1 12N. La 

diso1uci6n se somete a hidr61isis 75 minutos a IOOªC. Se eva-

pora el etanol en vacío. la so1uci6n remanente se acidifica 

con 5 m1 de HCl 12N y se extraen las saponinas con 10 m1 de 

CHC1
3 

(en porciones pequeñas). En tubos numerados como A y B. 

Se evaporan por duplicado 4 m1 de la fase orgánica a sequedad. 

A los tubos A y B se les agrega 3 m1 de una soluci.Sn que con-

tenga 3 volúmenes de AcCE, 6 volúmenes de Ac2 o, 1 volumen de 

u
2

so
4

; y la muestra B en 3 ml de una so1uci6n que contenga 9 

volúmenes de AcCH y 1 volumen de. H2 so4 • Se mide la absorbancia 

de A vs B (blanco) a 525 nm después de 8 minutos. 

Método de V.A. Nagornaya et. al. ( 77 ) 

En el intento de determinar ~l contenido de saponinas en 

jugo de carbonata~i.Sn y en los sedimentos de los productos de 

la producci.Sn de az.úcar,. Nagorn.aya prob6 2 métodos colorimétr.!_ 

coa para la determinaci6n de saponinas. Uno con SbC15 mostra~ 

do absorci.Sn máxima a 525 11111 (8;J, 84) ·y .otro con a2 so4 basado 

en la formaci6n de un color rojo, debido al anillo terpeno de 

la saponina. Nagornaya colllJ>ar6 los resultados obtenidos y en-

contr.S que el método de formaci.Sri de compuestos coloridos con 

R2 so
4
. era el •ejor para e1 control J;"utj,nario en lll. industria -
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de1 a2úcar. 

Método de Kisihara, Siro, Simizu & Tosihide, (78 ) 

Ellos estudiaron el método calorimétrico del SbC1
5 

(pene~ 

cloruro de antimonio) desarrollado por Walker (99, 100) y en-

contraron que 10 minutos eran insuficientes para la aparici6n 

del color, además, estudiaron la formación de reacción de co-

lor a 20, 30, 35 y 40° con respecto al tiempo Y. encontraron que 

50, 30, 15 y 10 minutos eran el tiempo necesario para 11egar a 

1a máxima absorbancia respectivamente. La intensidad del co--

lor no cambió en 30 minutos a 20ºC. E1los propusieron la si--

guiente modificación: m1 de solución de saponina en HOAc es 

pipeteada en un tubo de ensayo y se adicionan 7 m1 de SbC15 

10% (vol/vol) en CHC1 3 • El tubo se sumerge en un baño de agua 

a 35°C por 15 minutos y 1a so1ución es transferida a una cube

ta para leer su absorbancia a 535 nm en e1 co1orímetro. La 

curva estándar fue obtenida con soluci6n de saponina remolida 

preparada por e1 método de F.G. Eis et. a1. (1952) así; el co~ 

tenido de saponinas C se calcula como (mg/ml) • 0.217D + 0.033 

(para absorbancia. D • 0.3 - 1,0 a 535 nlll) y C • CP-0.025) 1 

(1.7 + 3.7D) para D 0.3). 

Método de Gestetner, ~t. al~ (79) 

En este método el cont~nido deªapog~ en e~.~idroliza-
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do ácido se determina usando el reactivo modificado de Lieber-

mann Burchard después de una purificaci6n 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 p~ 

so con este reactivo. Una relaci6n 1:1 de sapogenina - azúcar 

es típica para varios extractos de saponina de soya preparadas 

de algunas variedades y este dato es usado como un factor de -

conversi6n de sapogeninas en contenido de sapon~nas. 

En este método, las sapogeninas de soya se aislan hidrol_! 

zando una muestra de extracto de saponina de soya (10 mg/ml) o 

sus fracci~nes en H2 so 4 lM en dioxano - agua (1:3) por 4 horas 

bajo reflujo. La soluci6n es enfriada a temperatura ambiente. 

dilu!da con agua (20 ml) y las sapogeninas son extra!das con . . 

tres porciones s~cesivas de éter. ·Los extractos combinados 

de éter son lavados, secados con sulfato.de sodio anhidro y el 

éter es eliminado. El residuo qu• contienen las sapogeninas -

de soya se recoge en una pequeña cantidad de benceno y es pur.!_ 

ficada en una columna de alúmina (10 g. de alúmina activada --

ALLOAF-20) suspendida en benceno y 0.4 ml de soluci6n acuosa 

de ácido acético. 10%, para esto el residuo es agitado por 30 

minuros, colocada en una columna de 15 mm de diámetro y ~avada 

con 0.4~ de benceno. Varias impurezas son removidas por lava-

do de la columna con 200 ml de benceno y las sapogeninas son ~ 

luidas con 500 ml de una so1ución en benceno. Esta soluci6n es 

concentrada por corriente de aire y el residuo di~uelto en 25 
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ml de c1oroformo. La determinaci6n de sapogeninas es 11evada 

a cabo en tubos de vidrio con tapa en alícuotas de 0.5 - 1.0 

ml~ los cuales fueron evaporados bajo corriente de aire y des

pués enfriados con 3 ml de ácido acético glacial seguido por -

2 ml de H2 so4 concentrado. Los tubos fueron tapados y agita--

dos vigorosamente. Un color amarillo es desarrollado de inme-

diato y despúes de pocos segundos. cambia a violeta. E1 tubo 

es enfriado a temp_eratura ambiente y sus absorbancias son leí--

das a 530 nm con un blanco respectivo. Por estudios hechos 

por los autores. se concluye que el contenido de saponinas de 

la soya puede ser estimada como el dob1e de la cantidad de sa

pogeninas, el método cuantitativo descrito se basa en el uso -

del reactivo modificado de Liebermann-Burchard. El uso de es-

te reactivo tiene ciertas limitacione~. puesto que no es espe

cífico para sapogeninas ya que puede reacc~onar con esteroles 

y sustancias re1acionadas¡ además, el H2 so4 a1tamente caneen-

erado en la mezcla de reacci6n puede tambi~n producir interfe

rencia con otras sustancias orgánicas. pero esta dificultad 

puede superarse por introducci6n de un paso de purificaci6n ero 

matográfica. Este paso es esencia1, no so1amente para la de--

terminaci6n de1 contenido de saponinas en hidrolizados ácidos, 

sino también para la pureza relativa de1 extracto de sapogeni

na de soya, la proporci6n de ~apogenina/azücar· (1:1) puede ser 

usada como un factor de conversi6n del contenido· de sapogeni--

nas a saponinas. As! el contenido de saponinas de soya puede 

ser es timado como 2. veces 1a cantidad de sapogeninas. Este m! 
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todo puede ser apl:icable a la determfnac:ión de sapon:inas en o-

tras leguminosas. 

Método de Hiai, et. al. ( 80 ) 

El propone un método para la determ:inación de sapogen:inas 

estero:idales, en el cual se usa va:in:ill:ina y ác:ido sulfGr:ico. 

S:igu:iendo el procedim:iento se observó que esta reacción, no es 

espec~fica para sapogeninas, porque algunos estero1es, ácidos 

biliares y sapogen:inas triterpenoides tamb:ién dan cromóforos. 

Por otro lado, se sabe que las sapogeninas tratadas con ác:ido 

sulfúrico concentrado producen cromóforos caracterrstico~. 

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

da. Además de que e~ problema de interferencia es muy marcado. 

Procedimiento: 

- Preparar una sol.uc.i.éSn de. v:ain.illin.a. % .(w.Lv:T 800 111g de 

vainillin.a (grado a.nál!t.ico) 'se disuelve en. lO ml de 99.5% 

'(.;, /v) etanol (grado anal.{ tic.o)•· la solución. se d,ebe preparar -

cada vez que se ha·ga la determinación. 

- H2 so
4 

al 72% (v/v:)t a 28 ml de agua desionizada, se le 

adicionan 72 ml de u2 so
4 

grado anal!t.ico al 95% v:/v. 0.5 ml -

de solución de va:in.illina y 5.0 ml de ác.ido sulEqrico, se mez-

clan en un baño de hie~o. se prepara un blanco de reactivos -
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con agua o etano1 y se 1~en las absorbancias de 450 a 700 nm -

en un espectrofot6~etro·.·· 

Método de Baccoti, et~ a1, 

Este método se basa en trabajos anteriores donde se sugi~ 

re e1 uso de un reactivo consistente en ácido sulfúr~co canee~ 

trado (1 m1); anisa1dehido (0.5 m1) y ácido acético (5 m1) pa

ra reve1ar esteroides y particularmente sapogen~nas. después -

d~ su separación por cromatogra~ía en placa fina. Sin embargo, 

como la mezcla es inestab1e y·rápidamente desarro11a un co1or 

rojo obscuro no es ap1icab1e a espectrofotometr~a, Baccou, su

girió: A) 0.4 ml de anisa1dehido además de 99.5 m1 de acetato 

de eti1o y B) ácido su1fúrico concentrado. El reactivo A es -

estab1e¡ e1 ácido su1fúrico concentrado es poeib1e di1uir1o en 

e1 mismo vo1umen de acetato de etilo dando 1ugar a1 reactivo C) 

50 m1 de ácido su1fqrico concentrado y 50 m1 de acetato de eti 

1o. Para 1a determinación de sapogeninas por este método, se 

co1ocan 0-40 pg de ~apogenina esteroidal y se disuelve en 2 m1 

de acetato de etilo y se adicionan 1 ml de reactivo A y un m1 

de reactivo e, después de m~zc1ar, se coloca el tubo en baño -

marta a 6o•c por 20 minutos, enseguida se enfría por 10 minu-

tos en baño de agua a temperatura ambiente y se mide 1a absor

bancia a 430 nm. 

Para la determinaci~n de saponinas, se coloca en un tubo 
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de ensayo una alícuota de saponinas en solución alcohólica co

rrespondiente a un contenido de sapogeninas entre O - 40)Ug y 

se coloca en baño maría a ebu11ici6n o en baño mar~a de aire -

caliente a lOOºC, para eliminar el alcohol, después se enfría. 

se agregan 2 ml de acetato de etilo y se lleva a cabo la dete~ 

minación como para las sapogeninas. 

4. Métddos Cromatdgráficd• ~•ra ·et análisis cuantitativo 

de sa'pdnitias 

Probablemente los métodos generales más sensibles y reco

m.endables para la determinaci6n de saponinas, son aquel.los ba

sados en su análisis crom.atográfico, en particular el método -

más empleado es la cromatografía en capa fina. 

cuantitativos pueden ser obtenidos en 2 pasos. 

Los Resultados 

a. La densidad de las man.chas obtenidas con un reactivo revela

dor apropiado puede ser medido directam.en.te, usa.ndq un deti.s.! 

tlimetro. 

b. Las manchas de saponin~ pu~den ser localiz~das usando vapor 

de yodo, luego se quitan. raspando la s~lica en tubos y tra-

La in.tensid1¡1d del ·c~ 

lor café claro que es producido es determinado espectrofot~ 

m.étricamente. 
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Las densidades de las manchas y la intensidad de los col~ 

res producidos por 1a muestra. son relacionadas a las densida-

des e intensidades producidas a partir de soluciones estándar 

de saponina que proporciona una medida de la cantidad presente 

en 1a muestra desconocida. Las saponinas que son de origen d~ 

ferente probablemente producen colores de diferente intensidad, 

por lo tanto 9 es eSencia1 que se usen preparaciones estándar a 
~ 

partir de muestras purificadas de saponinas que han sido medi-

das (J4 ). 

Diversos métodos se han reportado para la determinación -

cromatogr~f~ca de 1as saponinas- Algunos de ellos se citan a 

continuación. 

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

En este reporte se evalGan 22 sistemas de die91ventes pa-

ra el análisis por cromatograf!a en capa fina de saponinas de 

soya en s!1ica gel. 

Procendimiento: 

Las saponinas se preparan siguiendo el mGtodo de Birk et. 

al. ~4) con modificaciones m!nimas. Después de la extracción 

de las saponinas en butanol, la disolución de saponinas es 

transferida a un matraz que se coloca en uri evaporador rot~~n-
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r:l.o, para separar 1a fracción que contiene a 1as sapon:l.nas 

crudas. En etapas de purificaci6n subsecuentes, la centrifug~ 

ci6n se sustituye por filtraci6n para reducir el tiempo reque

rido. 

La cromatografía en capa fina se hace en placa~ s!lica-gel¡ 

se usan 150 - 200 _pg de muestra en 80% de etanol para cada ma~ 

cha, después se desarro1lan con solvente. las manchas se dete~ 

tan revelando las placas con u
2

so4 al 50% y calentando de 90 

95ºC. La cromatografía de intercambio i6nico, 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 O.l N. 

El autor encuentra que en ausen.cia de EDTA, las saponinas no 

se solubilizan totalmente en agua, debido probablemente a los 

residuos de calcio que tuvieron las preparaciones. La soluci6n 

de saponinas se aplican en columnas de 0.6 x 63 cm comparadas 

con AG1-X4 en forma de acetatos. L"a colUJD.n.a de 2.5-5N, el bo!!: 

beo se hace a una velocidad de 7.5 ml/hr y se colectan fracci~ 

nea de 2 ml con un colector de fracciones. El gradiente de 

ácido acético se determina por titulación con hidróxido de so-

dio 0.1 N. Las sapon:l.nas en el ;luyente se estiman por de--

terminación del contenido de azGcar como glucosa, con fenol -

ácido sulfúrico. Se observó por medio de un análisis control, 

que el EDTA no da un color y no interfiere con la formación de 

color de la glucosa. 



TAJILA No• 11 
llUOllrE DE VALOJIES DE Rf DE SAP<lllillAS DE SOlt'A Ell SD.l:CA GEL COR Dl:FICRENTES SOLVENTES 

1 
2 
J 
4 
5 

6 
7 
8 

9 

10 

11 

12 

14 
lS 
16 
17 

18 

19 

20 

21 

22 

Butanol. benceno. «cido E6rmico. agua (*) 
Butano1. •cido acftico. agua (6:1:2) 
Butano1. Scido acftico. agua (4:1:1) 
Butano1. •ctdo acftico. agua (2:1:1) 
Butano1. acido acltico. •ter dietllico. 
agua ((:6:J:l) 
Butano1. etanol. agua (7:2:5) 
Butanol. etanol. agua (6:2:J) 
Butanol. etanol. hidr6xido de 8110nio 155 
(7:2:5) 
Butanol. etanol. hidr6xido de allODio lH 
(60: 13:30. 5) 
Acetato de etilo. ácido ac6tico. agua 
(70:16:15)-fase auperior 
Acetato de etilo. &cido ec€tico. agua 
(J:l:J) - fase superior 
Acetato de etilo. pir1d:ina. agua. 
(~1I14) - l'n~<' •"l•nrlor 
Acetato de etilo. piridiaa. agua 
(3: 1 t3) - fase superior 
Clorofor... metano\. (J:l) 
Clorofor90. metanol. agua. (65:25:4) 
Clorof~. metanol. agua. (65:35:10) 
Cloroformo. metano!. le. acltico. agua 
(90:8:1:1) 
Cloroforaio. metano!. §c. ac6tico. agua 
(65:25:8:4) 
Clorofo:rmg. tetrahidrofurano. piridina 
(10:10:2) aaturado con fo......,ida 
Benceno. etanol. agua. hidr5xido de allOnio 
(200:47:15:1) fase superior . 
Benceno. etanol. agua. le. acl~ico 
(200:47:15:1) faae superior 
Cloruro de metileno. •etanol. foraamida 

9 
1U 

10 
9 

1,6 

9 

11 
12 

13 

,,, 
13 
15 

5 
16 

17 

18 

10 

10 

o.12b. 0.21, o.J2 
0.26b, O.JI 
O.J7, 0.43 

0.20 • 0:22 0.24 
o.02b, 0.01 0.22, o.2s 

0.02. 0.06, 0.15, 0.17 

11.110. h.O) 

o.oo. 0.0.1 
o.oo 
o.o.5b, 0.10, 0.14. 0.18 
0.26b, O.JO, O,J4, 0.37 

o.oc 

o.os. 0.10, 0.15. 0.22 

0.06 

o.oc 

o.oc 

(80:19:1) 19 o.oo. 0.01 
a) Toda la proporci6n de solventes ea en baae al volumen 
b) Loa Rf decrecen con el incr~mento en concentractdn de sapoa:in.aa 

(*) (100:19.10:25) 

mancha compacta 

---~--

mancha compacta 

' :' •. I 

.-._ - - - -.:-:-.::..·, 
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Por este método se evalúan 22 sistemas de disolventes 

,para el ana·lisis por cromatografía en capa fina de saponinas de 

soya. (ver tabla No. 11). El trabajo reporta fracciones con -

Rfs idénticos, dichas fracciones se diferencian en base a los 

colores detectados con H
2

so4 y mediante su posici6n de eluci6n 

en las resinas de intercambio i6nico. 

Método de Andrzejewska E. ( 83 ) • 

El reporta un método semicuantitativo para determinar el 

contenido de saponinas de un extrac~o de saponaria officialis. 

En este m~todo las grasas co11ten~das en la Muestra se re-

mueven por una extracci6n con acetona. Las aaponinas se extraen 

en metanol al 70%, se reextraen con fenol y se identifican y -

cuantifican por cromatografía en capa fina usando alcohol n-b~ 

til/alcohol etílico/amoniaco al 25% en agua, en una proporci6n 

de 70:20:50. La cantidad m!nima detectable que reporta el au-

tor es de 5 ,ug, con una recuperaci6n del 90%. 

Método de Sakalmoto, I, et. al. !84 ) . 

Este trabajo se realiz6 con el fin de hacer un análisis 

cuantitativo de las saponinas de ginsen y au aplicaci6n a la -

evaluaci6n comercial del té de ginsen y extracto de ginsen. 

Los hidrolizados crudos de los extractos de metanol obtenidos 
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de ginsen fueron crimetilsilados con N-trimetilsililimidasol y 

el contenido .de s·ap,oni.nas fue determinado po,r. C,J:ºm.at~gra.f!a de 

gases usando :.~.·{:~-~~~:i¡~li~d··~ragenina como·: es ~-~h-d·a·~)-:¡~~~-~-~~~ ~ 

Método de Fenw:l~k & Oak~nfu11 .(85) 

El propone un método cuancicátlvo ·por cromatografía en C!!_ 

pa fina para determinar el contenido de saponinas en la soya, 

así como en a1gunos productos comerciales. En este método la 

muestra se seca por 16 horas a 110ºC, Una muestra de 20 gr se 

extrae con acetona en un extractor Soxhlet para remover lípi--

dos. pigmentos, etc. El solvente se cambia por metanol y la -

extracción continúa por lo menos 36 horas. El extracto metan~ 

lico se enfría y se completa a 200 ml con metanol. Las tnues--

tras medidas (5-50 µl) del extracto metanólico se colocan en 

placas de s!lica gel T.L.C. (Merck, Kiesegel 60F-254). Las 

placas se aorren con n-butanol-etanDl-a~oniaco concentrado 

(3:5:1:2.5). Para visua1izar las manchas, las p1acas son re~~ 

l,adas con una solución de ácido sulfúrico en etanol y calent!!_ 

das a llOºC por 30 minutos, Debido a que el extracto metanól~ 

ca contiene otros compuestos, los autores usaron tres proced~-

mientas para identificar a las saponinas. 

a) Una placa cromat:ografiada se rei(ela con una mezc1a de -

anisaldehido (1 ml) ácido sulfúrico (2 ml) y ácido ac~ 

tico (98 ml) y se calienta por 10 minutos a lOOºC {ver 
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figura 10 .2. Este reactivo da un color púrpura caract:~ 

r!st:ico,d~ los est:eroides y t:rit:erpenos (pero.también 

con O ~·;;~<ciase de compuestos) 

._. _,_., __ .. 

b) Una piá~~ ~romatografiada se sumerge por un minuto de~ 
::;:á:), 

tro :~_d:'."'~}~~na·-.solución que contiene nitrato de plata acu~ 

:so áf;;;:i';:1 M (2 m1) en acetona (400 ml). Luego se se-

ca y,·.g'~-r-~velacon hidróxido de sodio 0.5 M en etano1. 

Los·:~~~cares reductores dan una coloraci6n caf§ oscu-

ra sobre un fondo c1aro (86 ). Este método resu1tó -

ser menos sensible que el de revelado con. anisaldehido, 

además la resoluci5n fue muy pobre aún a grandes can-

tidades del extracto. 

c) Una placa cromatografiada fue cubierta con una suspe~ 

sión de eritrocitos lavados (de pollo) en una so1uci6n 

amortiguadora de fosfato isotónico {pH 7.4) contenidos 

en 45 g. /1 de gelatina, la p1aca empapada es sometida 

a 100% de humedad relativa a temperatura ambiente (28 

ºC) por 16 horas. Se observó que las saponinas de la 

soya no eran fuertemen~e hemol!tica. En este proced.!_ 

miento se requirió gran. cantidad de extracto, obtenié.!!_ 

dose una resoluci5n pobre. 

Ellos usaron colectivamen~e estos tres métodos para obte-

ner una indicación inequ~voca de 1a presencia de saponinas en 
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FIC. 10.1 Crornatogramas de un extracto metanólico 

de saponina de frijol soya comparado con un blanco 

de saponina. Las manchas de s~ponina se marcan 

con una flecha y las saponinas que se encuentran 

·.H.ger¡i,mente· deep.laza4as en aislado de prote{nas 

están marcadas con un *· 

© 

•a. .,. IS1' IOJ. llO'l> .,_ 
SAPO•llUI llLAlllCIOIS --OS S-..... - -
llE SO'tA - H SO.,. -- .. SOTA 8APOlllllllA 

FIG. 10.2 Cromatogramas de un extracto metanólico de extracto de frijol de 

soya. Con varios tipos de revelado. (A) in.vaiado con anisaldehido - ácido 

acético. (B) tratada con nitrato de plata. (C) tratada con una suspensión 

de eritrocitos de pollo en buffer isotónico y gelatina. El punteado ind.!. 

ca la relativa intensidad de la mancha. 
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la En.la fig. No.10.seiJ.n(U.can. las man-

chas debidas a l~s saponinas por medio de flechas. 

Para la cuantificación de las saponinas las placas crom~ 

tografiadas son reveladas con :una solución de· ácido sulfú.rico 

en etanol y se calienta a llOºC por 30 minutos, considerando 

siempre un blanco de referenci~. La ~ritensidad de la mancha 

es medida con un densitémetro. Se ·~~nstr.uye una curva pa..trón 

de concentración vs área del pico· .(R) y l.a cantidad de sapon.!. 

na es calcu1ada de la curva. 

Un método alterno para la estimaci.ón. de las saponinas de!!_ 

pués de su separación por cromatografía en pl.aca fina usado 

por los autores se basa en el t:t'abajo de Gestetner et. al. (7g ), 

ya cencionado anteriormente. 

Método de Fenwick &. Oaken.fl.\1-1 ( 87 .. ) 

Midieron el contenido d.e saponin'as en plan.tas alimenticias 

y en algunos alimentos preparados de éstas basándose en su t:r~ 

bajo previo (85~. ellos proponen en este trabajo, graficar la 

curva patrón como el cuadrado del área relativa del pico crolll:.!!. 

tográfico va concentración ya que en una serie de volúmenes e~ 

nacidos· de extracto metanól.ico y también de una solución es-

tándar de Saponina purificada (blanco de saponinas en metanol), 

se col.oca en pl.acas preparadas para cromatografía en capa fi--
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na. Las manchas de cada extracto se arreglan de forma que 

sean adyacentes a las manchas de saponina estándar. . Las pla--

cas se desarrollan con una mezcla de solventes idénticos a la 

descrita previamente y se revelan con una solución de ácido su.!. 

fúrico en etanol (100 ml/l) y se calientan a llOºc por 30 min~ 

tos. ~a intensidad de las manchas de saponina se miden con un 

densitómetro. por medición de las áreas de los picos que son -

observados en un registrador y medidas con un planímetro. Los 

resultados se expresan como la relaci6n {R) del área de la mue~ 

tra desconocida sobre el área del estándar de saponina. En una 

ser~e de experimentos con saponina purificada y extracto de sa 

ponina de frijol de soya y garbanzo la cantidad (en ug) es 

proporcional a R2 , como se muestra en la figura No. 11 puede 

observarse que las 3 preparaciones tienen la misma relaci6n y 

se pueden usar para estimar 1a cantidad de cualquier saponina 

o mezcla de saponinas. El procedimiento es entonces graficar 

R 2 contra el ~olumen del extracto metanólico colocado en la 

placa. La pendiente de esta línea· (calculada por el mGtodo 

de m.!nimos cuadrados) dividida por la pendiente ~ -·,..... - - .., ...:. 

de la línea de la figura No. 11: da la caneen traci6n de sapcin,!_ 

n.as en el extracto metanólico ·Y así el cont:enido de saponinas 

de la muestra or~ginal, con uti error d~ ± ~0% 
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PURIFICADAS: SAPONINA DE FRIJOL DE SOYA o·. SAPONI 

NA DE GARBANZO C • ESTANDAR DE SAPONINA A . 
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IV. e o N e L u s I o N E,S 

- . .,·. 
El término· s::ipo#.~~~:~::·:~:~.:;::4s·a:a:a ·~~~··~:t:""ii~··.~-~~:igna_r ·:StistanciS.s de 

' ~/' 

naturaleza· ·he tero·é·tc·1f.~~l}~'ii'~t'-t:~~~:--::~-¡;:~,~~(;:1:d·a··~ .. que pre~en tan. ~omo -

carácter· coiit.ún la fo~·~~-¿-:f.1.,~}~·~~'~::;)~~;:.i'~,~~¡¿~es-: "f~.-1~a·~u-.. ··q~e., ~or ag_! 
- --·· . -~ "·- -~ 

tación pro~uc~n espuma: .. persis'tente"":,. '--. 
- ·~~'.:;o-:'.;_; ~~{..~'; ~~·' -·-e:'· ;~-""; -,,,, --:- -

··:·;,~;;/~~: '"'~·"<·~-·- . ,.·_._·:~2:>-·_:' 

los 

Las saponinas son· ·¿o~:p_·-~;~~{;:,~;:·:¡~-~fifi.iicos-._ e-n 

azúcares están en1~~-~-~:~s·-~: ~~:·:_:·_~·~c~'.~g~-~-~-º·:.~:~~-· 'i>,o_-¡a·F _.c118.:tn~~~ _ sapo-

1os 

Entre los métodos existentes para la determinación de S_!! 

poninas los que más frecuentemente se emplean son en base a: 

a) Su actividad hemo1ítica v.g. Mon.rroe et. al. (5S) que 

describe un método para la detección y estimación de -

laB saponinas y sapogeninas esteroidales en tejido de 

planta. 1as saponinas son detectadas por medio de su -

actividad hemolítica, si la muestra da una prueba pos~t~ 

va, las saponinas se hidrolizan y las sapogeninás est~ 

roida1es en la mezcla cruda son detectadas y estimadas 

por medio de su espectro de absorción infrarrojo cara_s 

terístico. 

b) Su habilida4 para formar espumas estables en solución 

~cuosa. e1 método no es recomendable para una determ~-
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nación cuantitativa, ya que 1a a1tura de la espuma y -

su densidad depende de 1a forma de mezc1ado de ta1 fo~ 

ma que d.e 1,;, frit·;.Jsidad de agitación dependerá 1a alt.!,!. 

ra y con~i~ie~cia.~e 1a espuma en e1 tubo de ensayo. 

c) Indice de'p~~¿a~o~ este método está basado en e1 grado 
·-_. ~ _.' 

de toxicidad de las saponinas sobre los pescados v.g. 

Jones & Elliott desarrol1ó dos ensayos en base a los -

result~dos obtenidos de la detección de saponinas por 

hemolisis de eritrocitos, uno de ellos fue un bioensa-

yo y un ensayo químico reportado por Van Atta (73). 

d) Por inhibición de la actividad proteolítica de larvas 

de T.r:lbo·lium: castan.eum, en el grado de inhibición de -

· · Trichode·rn1a · v:l:ride o b:len en relación a la sobreviven-

cia del gusano de la papa y la pulga de chícharo. Esta 

técnica fue desarrollada en base a estudios previos en 

donde ·se encontró que las saponinas de las legumbres 

constituían un mecanismo metabólico de defensa de la 

planta al ataque de los insectos (65) y de que las sa

poninas de. la alfalfa (7) interferían con la actividad 

normal de los insectos. 

e) Por cromatografía en capa fina. Este método es necea~ 

río para una mejor identificación.En las tablas 9 y 10 se 

resumen los diso1ventes que se recomiendan para el ~or-r~ 
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miento de las láminas de placa fina, además de una gran 

variedad de reactivos de revelado que pueden ser usados. 

los cuales dan caracter1sticas de esteroides o triter-

penos en general (~4), no son espec~ficos de saponínas 

y es necesario que se usen var~o~ crLter~os par~· su· ~7 

dentificación. 

poninas pueden ser modificados para dar una·.'.1nfor1D.a_ción i:·u·a~'!:i: 

tativa. Aa! podemos referir: 

l. Análisis cuantitativo de las saponinas por determ.inación de 

su ren.dímíento v.g. Birk et, al., (64) y .Applebaum. et. al {65) 

2. Métodos espec trofo tom.étr íc.os para de terminación. de sapon.inas. 

Las saponinas. y sus aglic.onas no absorben en e1 ultraviol~ 

ta. ya que carecen de grupos cromóforos. pero se aprovecha 

la coloración que dan con 'lt1;1rirus reactivos ácidos como el de 

Lieberman-Burchard¡ Sulkowsky, cloruro de tíonilo y triclo-

ruro de antimonio, estos métodos presentan frecuente~ente 

interferencia¡ Gestetner et. al. refiere la determinación 

colorimétrica de saponinas después de une purificación pre-

l~minar sobre columnas de alGmina (79 ). 

3. Métodos cromatográf~cos, Estos ~étodos son los más sensi-

bles y recomendables para la deter1D.inación de eaponinas; en 
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particu1ar el método más empleado es el de cromatografía -

en ca,pa fina v.g. Wolf & Thomas ( 82). También se refiere 

la cromaí:,ó'grafía líquida de alta presi6n ( 58 -63) 

A,sí como la cromatografía de gases. 
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