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Se determind el contenide de saponina y de &cido
medicagénico (sapogenina con actividad biolégica) en diez
variedades de alfalfa: Puebla 76, Inia 76, Sinté&tico I,
sintético II, Valenciana, Maxidor, Sundor, Pierce, Céndor y
NK~819. Se utilizé la técnica de extraccién fraccionada con
disolventes para obtener las saponinas. El 4&cido
medicagénico se cuantific6é mediante cromatografia de
liquidos de alta resolucién (HPLC).

Los porcentajes de saponina cruda y de &cido medicagéhico
(en base seca) de las diez variedades fueron: Sundor, 1.76,
0.002; Maxidor, 1.17, 0.003; Valenciana, 0.88,0.016;
céndor, 0.85, 0,002; Puebla 76, 0.83, 0.010; Inia 76, 0.68,
0.012; NK-819,.0.59, 0.001; Pierce, 0.49, 0.003; Sintético
I, 0.46, 0.004 y Sintético II, 0.40, 0.002.

Se encontrd que las variedades Sundor, Maxidor y Valenciana
fueron las de mayor contenido en saponinas y las variedades
Sintético I, sSintético II y la Pierce, las de menor
contenido.

Con respecto al dcido medicagénico, las variedades
Puebla 76, Inia 76 y Valenciana presentaron los niveles m&s
altos y las variedades Sintético II, Sundor, Céndor y NK-

819, los més bajos.



Se evalud la actividad biolégica de las saponinas presentes
en las diferentes variedades de alfalfa, mediante dos
bioensayos: actividad ictiot6xica e inhibicién del hongo
Trichoderma viride. Las variedades con mayor actividad
biolégica fueron la Valenciana, Inia 76 y Puebla 76. Se
observé una correlacién lineal (r= 0.97) entre la actividad
biolégica y la concentracién de &cido medicagénico en la
planta. .

Se estimé la calidad nutritiva de las diez
variedades de alfalfa, relacionando sus principales
componentes nutritives ( proteina cruda y fibra cruda)
con su contenido en saponinas y 4&cido medicagénico
(substancias antinutritivas). Los resultados de este
trabajo sefialaron a las variedades Sintético II Y Pierce

como las de mejor calidad nutritiva.



INTRODUCCION

Se considera a la alfalfa como una de las fuentes mis ricas
de proteina vegetal (Massiot y col., 1988), contiene entre
un 18 a un 20% de proteina cruda en base seca. sin
embargo, la presencia de saponinas como metabolitos
secundarios mayoritarios, hace que disminuya su calidad
nutritiva.

Se ha informado que las saponinas de alfalfa producen
algunos efectos antinutricionales en aves, como disminucién
en la ganacia de peso y en la produccién de huevo (Cheeke y
col., 1985). Ademds presentan una diversidad de efectos
biolégicos, son fungitéxicas, insecticidas, ictiotéxicas y
hemoliticas. Algunos autores han sefialado su capacidad de
disminuir la absorcién intestinal del colesterol (Birk y
Peri, 1980). También se ha observado que son alelopiticas
(Oleszeck y Jurzysta, 1987).

Las saponinas de la alfalfa son glicésidos triterpénicos,
que al someterse a hidrélisis liberan moléculas de azGcar y
sapogeninas triterpénicas, A través de varios estudios se
hﬁ comprobado que el &cido medicagénico (figura 1) es 1la
sapogenina de la alfalfa con mayor actividad biolégica

(Birk y Peri, 1980).



Figura 1.  Estructura del &cido medicagénico

El contenido de saponinas en la alfalfa se ve afectado por
factores genéticos, ambientales y de manejo. Sin embargo,
se considera gque la variedad de la alfalfa es la que
influye de manera determinante en la concentracién y
composicién de estos metabolitos, habiendo variedaaes de
alto y de bajo contenido ( Birk y Peri., 1980).

En México se siembran tanto variedades de importacién como
variedades mexicanas criollas y mejoradas, éstas tiltimas en
menor cantidad. De acuerdo a la revisién bibliografica
realizada, los estudios sobre alfalfa se han enfocado
principalmente desde dos puntos de vista: agricola y
nutricional. En el primer caso, se ha tratado de definir

aquellés variedades mis rendidoras y resistentes a plagas y



enfermedades; en el segundo caso, las de mayor contenido
protéico. No se encontraron trabajos que caracterizaran a
las variedades de alfalfa cultivadas en nuestro pais, de
acuerdo a su contenido en saponinas o Acido medicagénico,
lo cual es determinante para valorar su calidad nutritiva.
Por lo que los objetivos de este trabajo fueron:

Caracterjzar 10 variedades de alfalfa, incluyendo mexicanas
e introducidas, de acuerdo a su contenido de saponinas y

de &cido medicagénico.

Evaluar la actividad biolégica de las saponinas de las
diferentes variedades, puesto que depende en gran medida

del &cido medicagénico que contienen.

Establecer entre las variedades, aquéllas de mejor calidad
nutritiva, es decir alto contenido de nutrientes y bajos

niveles de saponina y fcido medicagénico.

Para alcanzar estos objetivos se realizé6 una revisién
bibliogrifica de 1los métodos de andlisis que se han
utilizado para el estudio de las saponinas de alfalfa. A
partir de ella se desarrolld un esquema analitico que

permitié aislar y cuantificar las saponinas y el A&cido



medicagénico, asi como valorar la actividad biolégica de
estos compuestos.

Para aislar y cuantificar las saponinas se seleccioné un
método de extracci6én fraccionada por disolventes y se midié
el rendimiento del extracto. Para comprobar la presencia de
saponinas en el extracto se utilizé la cromatografia en

capa fina y una prueba hemolitica.

También se escogid la técnica de cromatografia en capa fina
para la deteccién del &acido medicagénico en las saponinas
de cada variedad y la cromatografia de liquidos de alta
resolucién (HPLC) para su cuantificacién. Fue necesario
aislar el &cido medicagénico del hidrolizado de saponina,
antes de medirlo por HPLC, utilizando cromatografia en capa

fina preparativa.

Entre 1los bioensayos mencionados en la 1literatura para
evaluar la actividad biolégica de las saponinas de
alfalfa, se seleccionaron la prueba de ictiotoxicidad y la
inhibicién del hongo Trichoderma viride. Los resultados de
estas pruebas se relacionaron con los obtenidos per HPLC,
considerando que a mayor contenido de &cido medicagénico

mayor debia ser la actividad biol6gica de las saponinas.



La calidad nutritiva de 1los alimentos destinados a
alimentacién animal se estima a través de su contenido de
macronutrientes, los cudles son determinados mediante el
andlisis quimico proximal. En este trabajo se utiliz6 esta
metodologia para poder caracterizar las variedades de
alfalfa de acuerdo a su contenido nutritivo.

Finalmente se determinaron las variedades de alfalfa con
mejores caracteristicas nutritivas, considerando ademis de
sus nutrientes, los niveles de saponinas y 4cido

medicagénico que contienen.



1. REVISION BIBLIOGRAFPICA

1.1 Alfalfa

1.1.12 Origen e historia

Se cree que la alfalfa tuvo su origen en Asia Occidental o
Asia Central, las regiones montafiosas de la India, el Asia
Menor y Transcaucasia (Robles, 1983). Se menciona que fue
la primera especie forrajera dominada por el hombre

{Cazares, 1988).

1.1.2 Clasificacién taxonsémica
La alfalfa pertenece a la clase Dicotyledoneae,
subdivisién Angiospermae, familia Leguminosae, género

Medicago, especie Sativa (Sanchez, 1968).

1.1.3 Morfologia

Planta herb&cea perenne, con promedio de vida entre 5 y 7
afios dependiendo de la variedad, clima, agua y suelo.
Alcanza alturas de 60 a 90 cm. Sus hojas son trifoliadas y
las flores son libres, pequefilas y localizadas en densos
racimos axilares, generalmente son de color morado, pero
algunas veces son amarillas segGn la variedad. Los frutos

son vainas curvadas en espiral y contienen de 2 a 6



semillas ovaladas o arrifionadas de color amarillo verdoso o

café claro; con una longitud de 1.5 mm.

1.1.4 Especies y variedades boténicas

Se sefialan ( Small y col. 1990) tres grupos basicos en la

especie:

1.

Plantas con flores violetas y frutos en espiral

a) Medicago sativa ssp. caerulea. Silvestre
diploide, localizada desde el este de Turquia al
centro de la desaparecida Unién Soviética.

b) Medicago sativa ssp. sativa. Tetraploide,

silvestres y cultivadas.

Medicago sativa ssp. falcata. Plantas con flores
amarillas y frutos en forma de luna. Principalmente
diploides pero con algunas tetraploides nativas de

Eurasia.

Medicago sativa ssp. glomerata. Flores amarillas,
frutos glandulares en espiral. Diploides y

tetraploides. Encontradas en el sur de Europa,



Caucasia y las montafias del norte de Africa. Grupo

con importancia agronfmica limitada.

Los hibridos y recombinantes se generan a partir de estos 3
grupos. Siendo los mds notables entre las subespecies
sativa con falcata, asi como caerulea con falcata. Se

les asigna el taxon M. sativa ssp x varia.

En el mundo existen numerosos ecotipos esponténeos y/o
variedades adaptadas a las mds diversas condiciones de
clima, suelo y explotacién (Muslera y Ratera, 1983).
Mundialmente se producen nuevos hibridos mejorados, por lo
que la lista de variedades se hace interminable (Flores,

1981).

En México, debido a la baja produccién de semilla de
alfalfa certificada, normalmente se tiene que recurrir a
importaciones. Anualmente se importan 3 225 toneladas
para satisfacer el 90% de la demanda nacional, ya que sélo
un 10% se cubre con semilla de variedades criollas

producidas en distintas regiones del pais (Castro, 1990a).



Variedades mexicanas criollas.

Son aquéllas introducidas pero que con el tiempo se han
adaptado perfectamente a una regién especifica. Se obtienen
por selecciédn natural (Robles, 1983). Entre ellas se
encuentran: Atlixco (Puebla); Atoyac (Jalisco); Navojoa
(Sonora); Oaxaquefia (Oaxaca); San Miguelito (Guanajuato);

Tanhuato, Zacapu y Tanverde (Michoacé4n).

Variedades mexicanas mejoradas.

El Instituto Nacional de Investigaciones Agricolas (INIA,
actualmente INIFAP), en 1la década de los setentas,
desarrollé ciertas variedades mejoradas (Flores, 1981).
Entre ellas la, Inia 76, Puebla 76, Bajlo 76 y Mixteca 76,
las tres primeras fueron recomendadas para los estados de
Guanajuato, Michoac&n, México, Puebla, Aguascalientes y
Distrito Federal; la Gltima para los estados de Puebla y
Oaxaca.

En 1982, el Programa de Mejoramiento Genético de Forrajes
del CEVAMEX (Centro Experimental Valle de México del
INIFAP) generd dos variedades sintéticas de alfalfa, a las
que denominaron Sintético I y sintético II (castro,

1990a,b), con mayor produccién en materia verde y materia



seca que las variedades introducidas: ¢6ndor, Maxidor,

Pierce y NK-819 ( Castro, 1992).

Variedades extranjeras.

Muchas variedades se han introducido al pais, entre las més
difundidas est&n: Moapa, Valenciana (Aragdn), Velluda
peruana, NK-819, Africana, San Joaquin II, caliverde y El
camino (Robles,1983; Flores,1981). Sin embargo, nuevas
variedades se introducen continuamente al pais, las cuales
deben estar avaladas por el INIFAP para que puedan ser

recomendadas para su siembra (Castro, 1992)

1.1.5 Distribueién

La alfalfa tiene una amplia distribucién en el mundo debido
a su notable adaptabilidad a climas y suelos (Robles 1983).
Con una superficie estimada en 32 millones de hectdreas
(Small y col., 1990). i

En México, 1la alfalfa se siembra en una superficie
aproximada de 296 mil hectireas (S.A.R.H.,1992). En el
cuadro 1 se pueden observar 1los principales estados
productores y la superficie sembrada durante 1989, 1990 y

1991.

10



Cuadro 1. Estados productores de alfalfa y superficie

sembrada durante 1989,1990 y 1991.

Estado Superficie sembrada (hectS&reas)
1989 1990 1991
Aguascalientes 8 378 7 952 8 234
Baja California 22 446 21 729 21 216
Coahuila 9 181 8 236 14 418
Chiapas 3
chihuahua 45 527 48 182 48 298
Distito Federal 63 _ _
Durango 25 658 11 870 14 483
Guanajuato 53 247 54 759 53 984
Guerrero 13
Hidalgo 30 827 32 423
Jalisco 7 940 7 216 8 326
Edo. México 13 924 14 349 12 204
Michoac&n i L 3 996
Morelos Ti24 Y 470 139

u

contindGa




Cuadro 1. Estados productores de alfalfa y superficie
gembrada en 1989, 1990 y 1991. (Continda)

Estado Superficie sembrada (hectéireas)
1989 1990 1991

Nayarit _ - : .. 19
Nuevo Leén 2 885 1 902 Lo 2184
Oaxaca 3 982 3 617 . - - °3.050
Puebla 11 034 - 12 109
Querétaro © 4 123 4 750 10 220
San Luis Potosi 10 909 ' 11 248 . .11 .105
Sinaloa 12 682 3 878 3 895
Sonora . 19 078 ) 19 697 . 19 697
Tamaulipas _ 40 o 212
Tlaxcala . 4 366 4 394 . 3 000
Veracruz - - ‘ 366
Zacatecas 4 585 S 199 5 586
Total 290 962 : 255 684 296 393

Fuente: Direccién General de Estadistica, S.A.R.H. (1992)
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1.1.6 Usos

En el ganade bovino lechero, la alfalfa se utiliza
preferentemente como planta de corte para consumo en estado
verde (Flores, 1981). Aunque también se utiliza henificada,
ensilada, como harina de alfalfa, en pastillas o pellets y
como concentrado protéico (Muslera y Ratera, 1983).

La alfalfa también se emplea en la alimentaciédn humana
principalmente en forma de germinados hidropénicos. Estos
son las primeras etapas de desarrollo de 1la pléantula,

generalmente de 5 a 7 dias (Ponce,1993).

En los Gltimos afios se ha incrementado el uso de alimentos
naturistas y entre ellos podemos encontrar cdpsulas de
harina de alfalfa que se venden como complemento protéico.
En México, el problema principal con estos productos
naturistas es que son elaborados en condiciones poco
higiénicas, por lo que presentan una alta contaminacién
microbiana. Garzén y col. (1993) aislaron estafilococos y

hongos en c&psulas de harina de alfalfa .
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2.1.7 Composlcién quimica.
A continuacién se presenta el andlisis quimico proximal
promedio de la alfalfa ( Medicago sativa L.). Los valores

indicados est&n expresados como porcentajes (Flores, 1981).

Verde Heno
Agua 77.99 8.50
Proteina cruda (N X 6.25) 3.59 16.01
Carbohidratos 8.43 40.55
Fibra cruda 6.88 24.26
Grasa cruda 0.73 2.73
Cenizas S 2.47 . .- 7.95

En la alfalfa. se han encontradé una serie de compuestos
quimicos de ‘diferentes tipos, entre los que destacan:
saponinas triterpénicas, glicoproteina inhibidora de 1la
tripsina ( Birk y Peri, 1980), 1la fito-hormona cumestrol
(Muslera y Ratera, 1983), el aminodcido téxico canavanina,
compuestos fenélicos y bases cuatenarias de amonio (Gorski

y col., 1991).



1.2 Saponinas de la alfalfa

Se sabe que la alfalfa contiene como metabolitos
secundarios, saponinas con propiedades antinutricionales.
Debido a la importancia econdémica que tiene la alfalfa en
la nutricién animal, el estudio quimico de estas
substancias ha sido ampliamente investigado en las dltimas

dos décadas.

1.2.1 Distribucién y concentracién de las saponinas
en la planta

Las saponinas se encuentran en 1la raiz, tallo, hojas,
flores y semillas de la alfalfa. Sin embargo, existen
diferencias cualitativas y cuantitativas en las saponinas
de cada parte de la planta (Birk y Peri, 1980). También se
han encontrado saponinas en germinados (Gorski y col.,
1991), en botones (Morris y Hussey, 1964) y en callos y
cultivos en suspensién de células de alfalfa (Besson y
col., 1988).

El contenido de saponinas en la alfalfa se ve afectado por
factores genéticos, ambientales y de manejo. Se ha

observado que la concentracién de saponinas sigue un ciclo
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estacional, alto en verano y bajo en primavera y otofio
(Cheeke y Shull, 1985). Sin embargo, se copsidera que la
variedad de 1la alfalfa es la gque influye de m;nera
determinante en la concentracién y composicién de estos
metabolitos, encontrdndose hasta un 16% de variacién en el
contenido total de saponinas entre diferentes variedades de

forraje de alfalfa (Birk y Peri, 1980).

El contenido promedio de saponinas en diferentes partes de
la planta es: 30.0 g/Kg en raiz, 1.3 g/Kg en semilla,_z.o
g/Kg en concentrados protéicos de hoja, aunque la variedad
de la alfalfa y su época de recoleccidén influyen de manera

importante en estas concentraciones (Massiot y col.,1988).
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1.2.2 Clasificacién de las saponinas de alfalfa
Las saponinas de la alfalfa son glicésidos triterpénicos
(pentaciclicos) cuyas agliconas o sapogeninas pertenecen a

la serie oleanano .

Son mezclas muy complejas de mono, bi y tridesmésidos
( una, dos o tres cadenas glicosidicas en el grupo
aglicén); pueden contener entre 15 y 20 saponinas

diferentes (Oleszek, 1988, 1990).
En las figuras 2, 3 y 4 se pueden ver las saponinas que

se han aislado de 1la raiz, follaje (hojas y tallos),

botones y germinados de la alfalfa, respectivamente.
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Figura 2. Saponinas aisladas de

Soyasapogenol B

raiz de alfalfa.

Hederagenina

Acido medicagénico
& r,om
"o o
RO:
—
T Non
Sapogenina R Ry Referencias
Ac. Medicagénico jGlucosa Arabinosa~ Oleszek y cal., 1990
Ramnosa-Xi{losa i

Ac. Medicagénico |Glucosa Glucosa Olexzek y cal., 1990,
Ac. Medicagénico !Ac. glucurénico Arabinosa-

Ac. Medicagénico

Ac. Medicagénico

Hederagenina

Soyasapogencl B

Glucosa

Glucosa

Arabincesa-
Glucosa-Arabincsa

Ac. glucurbnico-
Galactosa-Ramnosa

Ramnoaa-Xilosa

HidrSgeno

Arabinosa-Ramnosa

Hidrégeno

Oleszek y col., 1990,

Levy ycol., 1986 Oleszek y col,,
1988; Oleszek y col,, 1990,

Timbekova y col., 1990,

Oleszek y col, 1990.

Olexzek y col., 1990,
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Figura 3.

Saponinas aisladas de follaje de alfalfa.

Soyasapogenol B

.,

Acido Zanico

.,
~ oH N KORI
Ho :Q\) 35
RO RO N
OH S o o,
Acido Medicagénico
.,
- S 9%2
Ho o
RO
o=l
OR,
Sapogenina R Ry Ry Referencias
Ac. Medicagénico Ac. Glucurdnico Hidrdgeno Anbicoss-Ramoss | Oleszck y col., 1992
Ac. Medicagénico Ac. Qlucurdnico Hidrdgeno Ansbinoss-Remsoes- Oleszzk y col.. 1992,
Xiloaa Marsiod y col.. 1991,
Ac. Medicagénico Cihucoss Hidrdgeno Arahinoss-Ramsioes- Olesrck y col., 1992;
Xilosa Massiot y col., 1991,
Ac. Medicagénico Ghucosa-Olucots Hidiégeno Atabinona-Ramnosa- Olesrek y col., 1992;
Xiloes Massiat y col.. 1991.
Ac, Medicagénico Hidrégeno Hididgeno Atabinoss-Ramnoss-
Xilosa Massiot y col., 1991,
Ae, Zénko Ghucoss.Glucosa. Anbinosa Arabinosa-Ramnosa- Oleszek y col., 1992
Glacoss Xilosa-Aplots
B Ac, é - - Olearck y cof., 1992
Calacioss-Ramnota
[] Ac. g
Qhacosa-Ramnosa . .. Massion y col., 1991,
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Figura 4. Saponinas aisladas de botones y germinados de

alfalfa.
Acido Medicagénico
Sapogenina R R! Fuents Roferen-
cia
Ac. Medicagénico | Ramnosa~Glucosa | Hidrégeno botones Morris y
~Glucosa 'Hussey,
1964.
Ac, Medicagénico | Glucosa Hidrégeno germinados | Oleszek,
1988.
Ac. Medicagénico | Glucosa Glucosa germinados | Oleszek,
1988.
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1.2.3 Clasificacién de las sapogeninas de alfalfa

Las sapogeninas triterpénicas de la alfalfa pueden ser de
dos tipos: neutras y acidas. Las primeras presentan sé6lo
grupos hidroxilo y las segundas, tanto grupos carboxilo
como hidroxilo. En el cuadro 2 se presentan las
sapogeninas gue se han identificado en las saponinas de la

alfalfa y en la figura 6, la estructura quimica de ellas.

Cuadro 2. Sapogeninas encontradas en saponinas de alfalfa

Parte de la planta

Raiz Hojas Semillas | callos Germi Botones
nados
Sapogeninas
neutras
Soyasapogenol C .| X
Soyasapogenol E X

Soyasapogenol B
Soyasapogenol A

sapogeninas
&cidas

Rederagenina
Bayogenina

Ac. Medicagénico
RAc. ZAnico

LR R

X

Fuente: Adaptado_defﬂoﬁrl

1987; Besson y 6617,

col., 1992.
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Figura: 5. Estructura quimica de las sapogeninas de alfalfa.

-Sapogeninas neutras

CcH, OH

Soyasapogenol A
Soyasapogenol B
Soyasapogenol C

Soyasapogenol E

continda
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" Figura-S. -,‘(Cohtinﬁa)\ Vg

v cF- - Sapogeninas dcidas

R 1 Y R 2 R 3
Acido medicagénico cool H
Hederagenina H
Bayogenina H
Acido zé&nico OH

Fuente: Massiot. y:;col'. B
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1.2.4 Asicares de las saponinas de alfalfa

Los azGcares que se han encontrado en las saponinas de
alfalfa son: glucosa, ramnosa, xilosa, galactosa, &cido
glucurénico, arabinosa, soforosa y apiosa (Birk y Peri,
1980; Jurzysta y col., 1984; Massiot y col., 1988, 1991;

Oleszek y col., 19%90a, 1992).

Se ha visto que los residuos glicosidicos se unen a la
sapogenina en los grupos hidroxilo o carboxilo en las
posiciones 3, 23 y 28. Esta unién puede incluir sélo un

monosac&ridoc o un oligosacirido.

A principios de la década de los setentas se estudié 1la
relacién sapogenina/carbohidrato de las saponinas de
alfalfa, encontridndose que las extrafdas del follaje
contenian casi el doble de azGcar dque las de raiz.
Posteriormente, en la década de los ochentas, se informé
que en las saponinas conteniendo los soyasapogenoles A, B,
¢, Dy E como aglicén, la relacién sapogenina/carbohidrato

era de 1 a 5 (Birk y Peri, 1980).
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1.2.5 2Actividad biolSgica de la saponinas de alfalfa

1.2.5.1 Hemblisis

Algunas de las saponinas de la alfalfa tienen como
propiedad caracteristica lisar los glébulos rojos. Esta
accién se atribuye a la interaccién de estas substancias
con el colestercl presente en la membrana de los
eritrocitos (Birk y Peri, 1980).

Las saponinas de alfalfa que presentan actividad hemolitica
son aquéllas que tienen como grupos aglicén el 4&cido
medicagénico ( Birk y Peri, 1980), la hederagenina
(Oleszek,1990) y el &cido zanico (Oleszek y co0l.,1992). En
cambio las que tienen soyasapogenoles como aglicones no
presentan esta actividad.Adem&s se ha encontrado que 1los
monodesmésidos presentan mayor actividad hemolitica que los
bidesmbésidos (Oleszek 1990) y que los tridesmésidos

(Oleszek y col., 1992).

Se han observado (Jones y Elliott, 1969; Birk y Peri, 1980)
diferencias en el grado de hemélisis producida por los
extractos de saponina obtenidos de hoja, tallo y raiz.
Estos Gltimos presentaron mis fuerza hemolitica, lo que se

atribuyé a su mayor relacién sapegenina/azicar.
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En un estudio realizado en las hojas de 1213 especimenes
de alfalfa, de herbario, Small y col. (1990) observaron que
el contenido de saponinas hemoliticas en las plantas de
alfalfa era alto para Medicago spp falcata (silvestre),
medio para Medicago spp sativa y Medicago spp Xvaria
(silvestres y cultivadas, canadienses y europeas) y bajo en
Medicago spp sativa procedentes de Turquia. Concluyeron
que el <contenido de saponinas hemoliticas era una

caracteristica taxonémica.

Se han encontrado saponinas hemoliticas en germinados de
alfalfa comerciales (consumidos c¢omo ingredientes de
ensaladas) en una concentracién del 8% (Small y col.,

1990).

1.2.5.2 Efecto en microorganismos

.Las saponinas de alfalfa presentan toxicidad selectiva
hacia diversas especies de hongos y bacterias. Se ha
observado que el desarrollo puede ser inhibido, estimulado
o no afectado. Entre los microorganismos que presentaron
mayor inhibicién estan: Trichoderma viride, Pythium spp. y

Sclerotium rolsfii; el primero de los cuales se ha venido
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utilizando para detectar la actividad biolégica de las
saponinas de alfalfa (Birk y Peri,1980).

Las saponinas que presentan actividad fungistitica o
fungicida son las gue tienen las sapogeninas &cidas. Se
encontrd que los grupos carboxilo del &cido medicagénico
eran esenciales para la inhibicién del crecimiento faGngico,
pues cuando se bloquearon, metildndolos, se redujo su
actividad depresora (Birk y Peri,1980). Lo mismo se observé
con el &cido zdnico, pues su monodesmésido producia
inhibici6én y sin embargo el tridesmésido no lo hacia, por
tener sus dos grupos carboxilo blogqueados (Oleszek y col.

1992).

E1l mecanismo a través del cual las saponinas de alfalfa
logran inhibir el crecimiento ftngico, no se ha podido
explicar totalmente. Varios investigadores han coincidido
en que las saponinas interaccionan con los esteroles
presentes en 1la membrana celular, ocagionando cambios
drasticos en 1la permeabilidad de las membranas. Sin
embargo, algunos otros han sefialado que la accién de las
saponinas no se centra en los esteroles, sino sobre otros

constituyentes de la membrana como proteinas Y
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fosfolipidos; 1o que explicaba dque algunos hongos sin
egstercles en sus membranas, fueran también inhibidos por

las saponinas (Birk y Peri, 1980).

1.2.5.3 Efecto en la germinacisén

Se encontrd un 25% de inhibici6én en la germinacién de
semillas de algodén sembradas en suelo donde se habia
cultivado alfalfa por tres afios consecutivos; esto
ocasionado por el efecto surfactante de las saponinas sobre

la cubierta de la semilla (Birk y Peri, 1980).

Oleszek y Jurzysta (1987) encontraron un 40% de inhibicién
en la germinacién de semillas de trigo, germinadas en cajas
petri con papel filtro saturado con extractos acuosos Yy
etan6licos de rafz de alfalfa. Gorski y col.(1992)
encontraron que el &cido medicagénico y los glic6sidos que
lo contienen inhiblan el desarrollo de las ;emillas de
berro (Lepidium sativum L.) Yy de amaranto (Amaranthus
caudatus L.), observando este mismo efecto en el cultivo de
tejidos de jitomate (Licopersicon esculentum Mill cv.

Lukullus).
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1.2.5.4 Efecto en animales

Se ha seftalado que las saponinas de la alfalfa tienen un
efecto negativo en el desarrollo de animales monog&stricos
como ratones, ratas, conejos, conejillos de India y aves,
siendo éétas Gltimas las m&s sensibles (Birk y Peri,
1980) . Se encontré que niveles de saponina de alfalfa
entre 0.1 y 0.2% en la dieta, retardaban el crecimiento de
pollitos; mientras gque para ratones, ratas, conejos y
conejillos de India se necesitaron concentraciones entre 2

y 3%.

En cerdos alimentados con raciones conteniendo entre 20% y
75% de élfalfa, no se obgservaron efectos negativos

(Aparicio y col.,1987; Birk y Peri, 1980).

Por muchos afios se consideré a las saponinas agentes
causales del timpanismo (meteorismo) en los rumiantes,
debido a su propiedad de formar espumas estables. Sin
embargo se ha encontrado que las fracciones de proteina
citoplasmatica soluble (18 S o Fraccién I) presentes en
la alfalfa, parecen ser las principales causantes de este

efecto., Adem&s no se encontrd diferencia en la incidencia
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de timpanismo en ganado alimentado con alfalfas de bajo y

alto contenido en sapéninas (Cheeke y Shull, 1985).

Lu Yy Jorgensen (1987) observaron, en carneros fistulados,
que las saponinas de alfalfa afectan el sitio y grado de
digestibilidad de los nutrientes en estos rumiantes, ya que
producen una reduccién en 1la fermentacién microbiana
ruminal, en la cuenta protozéica y en el flujo de nitrégeno
bacteriano hacia el duodeno. Encontraron que el efecto de
las saponinas de alfalfa, al administrarlas directamente al
rumen de los animales, era mis pronunciado en dietas a base

de forrajes que en dietas a base de concentrados.

Se han sugerido varios mecanismos para explicar cébmo las
saponinas pueden afectar el crecimiento en los animales,
siendo é&stos: inhibicién enzimatica, efecto anoréxico y
disminucién en la palatabilidad del alimento. Aungque éste
Gltimo se considera 1la principal causa, ya que las
saponinas, al ser substancias amargas disminuyen el consumo

voluntario del alimento (Cheeke y Shull, 1985).
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1.2.5.5 Efecto en Insectos (Birk y Peri, 1980)

Las saponinas de alfalfa actGan como repelentes o
inhibidores de insectos, especialmente en los polifagos
como gallina ciega, pulgén y chicharrita. En el caso de
insectos oligéfagos, especializados en alfalfa, el efecto
no es constante, lo que puede deberse a una adaptacién
progresiva a las saponinas. En el cuadro 3 se indica el

efecto de las saponinas de alfalfa en algunos insectos.

Se ha encontrado mayor toxicidad en saponinas de raiz que
en las de follaje de alfalfa. Con respecto a éstas Gltimas,
se observé que eran mis téxicas las que presenéaban mayor

concentracién de &cido medicagénico .

No se ha podido establecer si existe correlacién entre
resistencia a plagas y contenido de saponinas en la
alfalfa, ya gque en la literatura se han informado

resultados contradictorios.

La forma de accidn de las saponinas de alfalfa sobre los

insectos no se ha demostrado claramente. Se ha propuesto
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Cuadro 3.~Efecto de las saponinas de alfalfa en insectos.

Insecto Efecto Investigador
Melolontha vulgaris F. Té6xico Horber
Empasca fabae Téxico Horber y col.
Acyrthosiphon pisum Téxico Horber y col.
Blatta orientalis Repelencia Horber y col.
Tribolium castaneunm Téxico Shany y col.;
Gestetner y col.
Megachile rotundata F. Té6xico Thorp y Briggs
Megachile pacifica Téxico Bohart
Drosophila funebris L. Inhibicién en Hsiao
la formacién
de larvas
Hypera postica.Gyll. Inocuo Hsiao

Fuente: Birk y Peri, 1980

que producen antibiosis, debido a cambios morfolégicos en
el intestino gue ocasionan problemas en la absorcién de
agua e inhibicién en la actividad enzimitica. Por otro lado
se seflala que producen inanicién por rechazo en el consumo

del alimento.
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1.2.5.6 Disminucién en los niveles de colesterol tisular
Yy sanguineo

Se ha observado que las saponinas de alfalfa reducen los
niveles de colesterol plasmitico en animales como ratas,
monos, conejos, caballos vy aves. En experimentos
realizados en ratones, se encontré que las saponinas
disminuian el nivel de colesterol hepftico, al mismo tiempo
que aumentaba la cantidad de colesterol excretado en las
heces (Birk y Peri, 1980).

Para explicar este actividad, Birk y Peri (1980), sefialaron
que las saponinas forman complejos insolubles con el
colesterol, inhibiendo de esta fofma la absorcién a nivel
intestinal. Sin embargo se ha observado gue la disminucién
de la concentracién de colesterol en plasma se puede
producir sin necesidad de que se forme un complejo, por lo
que también se ha propuesto que las saponinas incrementan
la pérdida de 4&cidos biliares por via fecal y esta
disminucién parece estar balanceada con una conversién de

colesterol en &cidos biliares en el higado (Uribe, 1987).
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1.2.5.7 Efecto sobre sistemas ensziméticos

Se ha informado que las saponinas de alfalfa inhiben, in
vitro, la accién de la succinoxidasa obtenida de higado de
rata. Dado que esta enzima interviene en las reacciones
energéticas del ciclo del &cido citrico, se propuso que
esta accién podia afectar la eficiencia en la utilizacién
de los nutrientes y por lo tanto el desarrollo del animal

(Birk y Peri, 1980).

1.2.6 Biosintesis de las saponinas de alfalfa

Al incubar semillas de alfalfa con 4&cido mevaldénico
radiactivo se obtuvieron saponinas y sapogeninas marcadas.
Estos resultados apoyan el esquema biosintético donde el
&cido mevalénico sirve como base para las unidades
isoprenoides de 5 &tomos de carbono, a partir de las cuales
se forma el escualeno. Este Gltimo es el precursor de los
triterpenoides policiclicos. En la figura 6 se esquematiza

al proceso.
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Figura 6. Biosintesis de sapogeninas (Adaptado de.Porter 'y
Spurgeon, 1981; Tyler, 1981) ’
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En un- experimento realizado en germinados de semillas de
alfalfa (Medicago media), utilizando acetato (2-1Ac), se
observé que durante los 10 primeros dias de germinacién, la
mayor radioactividad se encontraba en el &cido
medicagénico, sugiriendo que é&ste es la primera sapogenina
que se sintetiza durante la germinacién y que las otras se

forman a partir de ésta (Birk y Peri, 1980).
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1.2.7 Anklisis de las saponinas de alfalfa
A continuacién se trataran las diferentes metodologias que
se han utilizado para extraer, detectar, purificar y

cuantificar las saponinas de alfalfa.

1.2.7.1 Extraccién

A lo largo de casi 50 afios de estudios sobre las saponinas
de alfalfa, las técnicas mencionadas en la literatura son
numerosas y variadas. Sin embargo el sistema de extraccién
mis comunmente utilizado consiste en tratar el material
vegetal seco y pulverizado con soluciones acuosas de
etanol o metanol en caliente ( cuadro 4).

En cuanto al tiempo de extraccién utilizado la variacién es
tan amplia que puede ir desde 10 minutos hasta varias horas
k Besson y col., 1989; Levy y col., 1986; Massiot y col.,

1988; Oleszek y col., 1988,1990,1992; Raoc y Bories 1987).
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Cuadro 4. Disolyentes utilizados en 1la extraccién de
saponinas de alfalfa.

Soluciones acuosas de: Referencia
Metanol 30% Oleszek, 1991
Metanol 80% Massiott, 1988 y 1991;
Oleszek 1988;
Etanol 20% Rao y Bories, 1987
' Etanol 80% ' Oleszek, 1990; Levy y

col., 1986; Gorski y
col., 1991.

'Etanol 95% Morris y Hussey, 1964;

Las soluciones alcohblicas obtenidas se filtran y se
concentran al vacio para eliminar el alcohol. Ya teniendo
el concentrado.acuoso, las saponinas se pueden obtener por

diferentes procedimientos.

a‘) Extraccién fraccionada.- El extracto acuoso se extrae
"con disolventes orgdnicos como cloroformo, éter
etilico o benceno para eliminar materias grasa y
pigmentos como clorofilas (quy y col., 1986) .
Finalmente se utiliza el n-butanol saturado con
agua, para extraer las saponinas (Besson, y col.,

1989; Rao y Bories, 1987; Visag y Pefia, 1991). E1
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b)

<)

extracto butanélico constituye, en general, lo que se

conoce como saponina cruda o bruta.

Por precipitacién.~ El1 extracto acuoso se evapora a
sequedad y el residuo se resuspende en metanol
caliente. Se le adicionan 5 volGmenes de eter etilico
para que las saponinas precipiten y se recuperan por
filtracién (Massiot y col., 1988). El residuo es la

saponina cruda.

* Por separacién cromatogré&fica.- El1 extracto acuoso se

trata por cromatografia en columna o por extraccién en
fase sélida . Estos métodos permiten extraer

gicosidos individuales.

1.2.7.2 Deteccién

El método generalmente utilizado para la deteccién de las

saponinas extraidas, es la cromatografia en capa fina. En

el cuadro 5 se presentan algunos de los adsorbentes y

sistemas de elucién mds comunes.
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Cuadro 5. Adsorbentes y sistemas de elucién para la
deteccién de saponinas por cromatografia en capa

fina (CCF)
Adsorbente Sistema de elucién Referencia
Silicagel G Acido acético - Morris y Hussey
ciclohexano (1:2 v/v) 1964
Butanol-acido acético Berrang y col.
-agua (4:1:1 v/v) 1974
Silicagel 60 Acetato de etilo- Oleszek y col.
F254 agua-4cido acético 1988, 1990, 1992
(7:2:2 v/v) .
Silicagel C-18 Metanol-agua~acido Oleszek y col.
acético (60:40:0.5 1992
v/v)

i.os reveladores qgue se han utilizado en la cromatografia en
capa fina (CCF) de saponinas de alfalfa son los vapores de
y;do (Horris y Hussey, 1964) y la mezcla metanol- anhidrido
acético- &cido sulfirico (50:5:5 v/v) con calentamiento a

120 °c (Oleszek y col., 1988, 1990, 1992)
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1.2.7.3 Purificacién

Para eliminar 1las impurezas (azGcares y fenoles) que
generalmen‘te acompafian al extracto crudo de saponina se ha
utilizado la cromatografia en columna, la dislisis, la

precipitacién y recientemente la extraccién en fase s6lida.

Cromatografia en columna.- burante muchos aflos el
adsorbente mas utilizado ha sido la silicagel ( Levy y
col., 1986; Timbekova y col., 1990); sin embargo, en, los
Gltimos afios se ha encontrado que la silicagel C-18 (fase
reversa) ofrece mejores resultados (Oleszek y col., 1990,
1992).

Los sistemas de elucién que se han utilizado con 1la
silicagel consisten en mezclas binarias y ternarias de
disolventes como acetato de etilo, &cido acético, agua,
metanol , cloroformo, benceno y acetona (Levy y col.,
1986; Timbekova y col., 1990). Para l¥ silicagel C-18 , las
mezclas son a partir de metanol y agua; encontr&ndose gque
concentraciones del 35% de metanol eliminan fenoles y

azGcares (Oleszek y col., 1990, 1992).
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Di&lisis.~ Massiot y «col., (1988,1991) y Besson Yy
col. (1989) utilizaron la dislisis en membrana de celulosa
para purificar el residuo de saponina cruda. El tiempo de
di&lisis fue de 3 a 4 dias. con este procedimiento
eliminaron impurezas de bajo peso molecular como azGcares

libres.

Precipitacién.- La saponina cruda se puede purificar
sometiéndola a una serie de precipitaciones con metanol y
éter etilico (Jurzysta y col., 1984; Massiot y col.,

1988,1990; Besson y col., 1989).

Fase sblida.- Oleszek (1988) utilizé cartuchos de silicagel
C-18 para eliminar carbohidratos y compuestos fenélicos
del extracto crudo de saponina, utilizando como eluyentes

agua y metanol acuoso (10-40% v/v}.

La purificacién de las .saponinas va m8s alla de la sola
eliminacién de impurezas, ya que para conocer los
glicésidos individuales que las integran, es imprescindible
separarlas.

Las técnhicas de cromatografia en columna, asi como la

extraccién en fase sb6lida, antes mencionadas, han sido
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utilizadas tanto para purificar como para separar las
saponinas de la alfalfa.

En los Gltimos afios, la cromatografia de liquidos de alta
resolucién (HPLC) preparativa, ha sido muy utilizada para
la separacién y purificacién de las complejas mezclas de
las saponinas de alfalfa. Se han utilizado columnas de
silicagel 60 y de silica c-18 y como eluyentes metanol-
agua-~&cido acééico ( 75:25:0.5 v/v; 60:40:0.5 vVv/v) Yy
acetato de etilo-&cido acético-agua ( 9:2:2 v/v) para las
primeras y cloroformo-metanol-agua ( 7:3:1 v/v) para
las segundas (Oleszek y col., 1990, 1992).

Massiot y col. (1991) utilizaron cromatografia "flash" en
columnas de silicagel y como eluyentes mezclas de
cloroformo-metanol-agua y cloroformo-hexano-metanol a

diferentes concentraciones.

1.2.7.4 cCuantificacién

El primer paso para la cuantificacién de saponinas consiste
en determinar el rendimiento de los extractos obtenidos
tanto crudos como purificados.

La cromatografia de ligquidos de alta resolucién (HPLC) se

ha convertido en una herramienta muy Gtil para 1la
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cuantificacién de saponinas (Massiot y col., 1988, 1991;
Oleszek 1990, 1992).

Los bicensayos se han utilizado por muchos afios para
determinar el contenido de saponinas en la alfalfa. Estos
ensayos no cuantifican el total de saponinas sino s&lamente
aquéllas que tienen actividad biolégica, principalmente las
que contienen al &cido medicagénico y a la hederagenina
como aglicones ( Birk y Peri., 1980, Oleszek y col., 1992).
Dentro de 1los bioensayos que se han utilizado se

encuentran:

Hem6lisis.- Se han sefialado dos mé&todos. Uno se basa en la
cuantificacién  colorimétrica de la hemoglobina liberada a
partir de una solucién de sangre de origen animal a la que
se afiade la saponina en diferentes concentraciones (Jones y
Elliott, 1969; Oleszek, 1990). La otra se basa en la
medicidén de halos de hemdélisis formados por la aplicacién
de soluciones de saponinas sobre una capa delgada de
gelatina con sangre ( Small y col., 1990).

Ictiotoxicidad.- Jones y Elliott (1969) estimaron el
contenido de saponina cruda en alfalfa mediante un ensayo

con peces; relacionando el tiempo de inmovilizacidn del
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pez, en el extracto acuoso de las alfalfas, con el

contenido de saponina.

Inhibicién del hongo Trichoderma viride.- Es uno de los
bioensayos que m&s se ha utilizado en la cuantificacién de
saponinas '"biolSgicamente activas", ya que el hongo
sapréfito Trichoderma viride ( comin en el suelo) es muy
sensible a las saponinas de alfalfa. En esta prueba se
relaciona el halo de inhibicién del hongo con la cantidad
de saponina ( Jurzysta y col., 1984; Levy y col., 1986;
Oleszek y col., 1990, 1992; Stuteville y Skinner, 1987).

1.2.7.5 Determinacién de estructura

El estudio estructural de las saponinas se ha realizado a
través de la resonancia magnética nuclear (RMN) del carbono
13 y de protén (Hl, c”) Yy la espectrometria de masas (M )
de sus productos de hidrélisis, es decir, los azGcares y
aglicones triterpénicos gque las constituyen ( Massiot y
col, 1991; Oleszek y col., 1992; Timbekova y col, 1990).

Para hidrolizar las saponinas de alfalfa se han utilizado
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tanto la hidrélisis &cida como la alcalina:

a)

b) .

Hidrélisis &cida.- Esta hidrélisis rompe los enlaces
glicosidicos liberando la sapogenina. El tipo de
&cido empleado, su concentracién y el tiempo de
hidrélisis es muy variable, como se puede observar en

el cuadro 6.

Hidrélisis alcalina.- Ha sido utilizada por Oleszek y
col. (1992) y Nowacka y Oleszek (1992) para obtener
compuestos incompletos de  hidrélisis, llamados
prosapogeninas que ayudan ai establecimiento de 1la
estructura de las saponinas. Estos autores emplearon
hidréxido ., de potasio al 5% acuoso o metandlico, en
reflujo por 4 y 2 horas respectivamente. En la
hidré6lisis alcalina se separan los azGcares que estén

unidos a la sapogenina a través de un enlace éster.
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Cuadro 6. Condiciones de hidrélis:Ls para saponinas de

alfalfa.
Acido © Concen- Tiempo de Referencia
tracién hidrélisis
Clorhidrico-~ 3N 90 hora:s1 Morris y
etanblico Hussey, 1964
Clorhidrico- 2N 20 horas! Jurzysta b4
(metanol-agua col., 1984
50350 V/V) 8 horad oleszek, 1990
clorhidrico aM 4 horas' Oleszek,1988
Sulfarico~ 1N 5 horas! Rao Y
(dioxano:agua ! Bories, 1987
1:3 v/v) 0.5M 12-15 horas .
SulfGrico- 0.5% 3 horas1 Timbekova y
metanblico : col., 1990
Perc16r1c6 43 2 horas’ Massiot y
. ! 2 col., 1988
2% 2 horas Besson y
col., 1989

1) En reflujo a 100 °oc
2) En recipientes sellados de pared gruesa a 140 °c.
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1.2.8 Andlisis de las sapogeninas de alfalfa

1.2.8.1 Aislamiento y purificacién

Una vez hidrolizadas las saponinas es necesario recuperar

la

sapogenina de la mezcla hidrolitica, generalmente

utilizando alguno de los métodos siguientes:

a)

b)

c)

Filtracién.~ Las sapogeninas precipitan en la mezcla
hidrolitica por 1lo que se pueden recuperar por
filtraci6n (Besson y col., 1989; Massiot y col., 1988;

Morris y Hussey, 1964; Timbekova y col., 1990).

Extraccién.- Las sapogeninas se pueden extraer de la
mezcla hidrolitica, mediante disolventes como éter
etflico ( Rao y Bories, 1987) o acetato de etilo

(Jurzysta .y col., 1984; Oleszek y col., 1988).

Métodos cromatogr&ficos.- Oleszek y col.(1992) y
Nowacka y Oleszek (1992) utilizaron cartuchos SEP-PAK
C-18 (Waters Associates) preacondicionados con agua y
eluyeron las prosapogeninas con metanol.

Massiot y col. (1988) utilizaron la cromatografia en
columna con silica gel y como eluyentes cloroformo y

un gradiente de cloroformo - metanol.
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1:.2.8.2 Deteoccibn y cuantificacién
La cromatografia en capa fina y la cromatograffa de
liquidos de alta resolucién son las técnicas mas empleadas

para la deteccién de las sapogeninas:

Cromatografia en capa fina.- La silicagel ha sido el
adsorbente mis utilizado y comc sistemas de elucién eter
de petréleo-cloroformo-fcido acético (7:2:1 v/v) y benceno-
metanol (92:8 v/v). Al igual que para saponinas, se empleb
metanol-anhidrido acético-&cido sulflrico (50:5:5 v/v) Y
calor (120 °C) como revelador (Besson y col., 1989;
Jurzysta y col., 1984; Oleszek y col., 1988,1990).

Recientemente, Oleszek Y col. (1992) utilizaron
cromatoplacas  ,C-18 para la deteccién de aglicones,
desarroll&ndolas con metanol-agua (90:10 v/v); la

visualizacién se hizo con el revelador antes mencionado.

Cromatografia. de 1liquidos de alta resolucién (HPLC).-
Mediante este técnica, Massiot y col. (1988) determinaron
el perfil de geninas de 50 variedades de alfalfa.
Utilizaron una columna c-18 (fase reversa) y como
eluyente metanol-agua-acido férmico (75:25:0.05 v/v). Los

tiempos de retencién gue encontraron para algunas
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sapogeninas fueron: 4&cido zénico, 1.63 min; A&cido
medicagénico, 3.9 min; bayogenina, 4.2 min y hederagenina,
7.47 min.

Besson y col. (1989) emplearon también HPLC para
identificar las geninas de callos y cultivos en suspensién
de alfalfa. Las condiciones analiticas fueron semejantes a

las mencionadas.

La cuantificacién de sapogeninas se ha hecho por
gravimetria y mediante la técnica de cromatogratia de gases
(CGL) acoplada a los equipos para 1la determinacién de
estructura quimica ( resonancia magnética nuclear y
espectrometrfa de masas) .

Rao y Bories (1987) determinaron por cromatografia de gases
el contenido de A4cido medicagénico en follaje, raiz,
tallos, hojas y concentrados proteicos de hojas, obtenidos-
de diferentes variedades de alfalfa. Utilizaron el
derivado trimetil sililado del 4&cido medicagénico. Los

resultados se presentan en el cuadro 7.
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Cuadro 7 . Cuantificacién de scido medicagénico por
o cromatografia de gases (CG)

variedad Follajer. Hojas* Tallos* Ralz*. LPCt#*
Verneuil - ~. Cmae,  0.64
Lutace - - . .0,56
campagne - - 'b.s;
Dupuits - - ,o.ia
Résis - .- 0.90 1.02;, .:0.30 0.4
Ruro - -

Robot 0.26 0.46 0.17 - 0.24
Lahontan - - - 0.15
* Promedios de triplicados (mg por gramo dé:.haferié

vegetal, base seca)

* Promedios de duplicados (mg por gramo de concentrado
protéico de hojas (LPC), base seca)

Fuente: Adaptado de Rao y Bories, 1987
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1.2.9 Anklisis de la fraccidén glicosidica

1.2.9.1 Aislamiento y purificacisn

Una vez hidrolizadas las saponinas es necesario
extraer 1los azQcares de la mezcla hidrolitica, para
poder identificarlos y cuantificarlos. Se sefialan algunas

de las técnicas descritas.

a) Neutralizacién del hidrolizado.- Una vez- extraida la
sapogenina de la mezcla hidrolitica, Morris y Hussey
(1964) neutralizaron con hidréxido de sodio saturado
hasta obtener un pH entre 5 y 6, después desalaron con
resinas Dowex, para dejar los azGcares libres en la

solucién.

b) Eliminacién del &cido clorhidrico de la fraccién acuocsa
mediante evaporacidén repetida. (Jurzysta y col.,

1984).

c) Fase sélida.- Oleszek y col. (1992) utilizaron
cartuchos C-18 preacondicionados con agua. La mezcla
de hidrélisis se pasé a través del cartucho y la
fraccién eluida conteniendo los azicares se evapord a

sequedad a 40 °C.
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1.2.9.2 Deteccisén
Para la deteccién de los azGcares de las saponinas de
alfalfa se han utilizado las siguientes técnicas

cromatogr&ficas:

Cromatografia en papel.~ En 1964, Morris y Hussey
utilizaron esta técnica para identificar los azlGcares de
una saponina extraida de botones de alfalfa. El sistema de
elucién fue acetato de etilo-piridina-agua (12:5:4 v/v) Yy
como revelador nitrato de plata alcalino.

otros investigadores han empleado el sistema de elucién
n=butanol-piridina-agua~benceno (5:3:3:1 v/v) y el ftalato
de anilina para visualizar los azGcares ( Levy y col.,

1986; Jurzysta.y col., 1984; Oleszek, 1990; Oleszek y col,,

1992) .
Cromatografia en capa fina.- Se han utilizado
cromatoplacas de celulosa, desarrolldndolas con n-

butanol- piridina- agua-benceno ( 5:3:3:1 V/v) y nitrato

de ‘plata alcalino como revelador ( Oleszek, 1990).

Cromatografia de gases (CG) .-0leszek y col. (1992)

convirtieron los azlGcares en sus alditol acetatos y los
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identificaron por cromatograffa de gases acoplada a
espectrometria de masas.

Timbekova y col. (1990) utilizaron también la CG para
identificacién de azGcares, pero en la forma de

trimetilsilil éteres de los metilglicésidos.

1.2.9.3 Cuantificacién

Levy y col. (1986) cuantificaron 1la glucosa de una de las
saponinas de la raiz de alfalfa ( 3~0-D glucopirandésido del
&cido medicagénico), mediante la técnica del fenol-
sulf(rico y con la enzima glucosa oxidasa peroxidasa.
Actualmente 1la croratografia de gases es una de las
técnicas mas Gtiles para cuantificar los azlcares de 1las
" saponinas de alfalfa ( Oleszek y col., 1992; Timbekova y

col., 1990 ).

1.2.9.4 Determinacién de estructura

La espectrometria de masas (MS) y la resonancia magnética
nuclear (RMN) del carbone 13 y de protén (H ), son las
herramientas usadas para la determinacién de la estructura

de la fraccién glicosidica de las saponinas de alfalfa
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(Massiot y col., 1991; bleszek y col., 1990; Timbekova y

col., 1990).

Para -determinar 1la configuracién alfa o beta de los
azlcares, Levy y col. (1986) utilizaron la alfa y la beta
glucosidosa, y Timbekova y col. (1990), 1la resonancia

magnética de prot6n (RMN H* ).
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2.0 MATERIALES Y METODOS

2.1 Muestreo

Las 10 variedades de alfalfa utilizadas en este estudio se
obtuvieron del Campo Experimental valle de México del
Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas
y Pecuarias (INIFAP); ubicado en Chapingo, Edo. México,
Latitud 19~29; Longitud 098-54; Altitud 2250 msnm (SARH,
1982).

Las variedades estudiadas fueron Inia 76, Puebla 76,
Sintético I, Sintético II, Valenciana, Céndor, Maxidor,
Pierce, Sundor y NK-819. Las 4 primeras son variedades
mejoradas obtenidas por el INIFAP; 1la Valenéiana es una
variedad espafiola muy cultivada en México y las Gltimas
cinco son variedades de importacién, originarias de Estados
Unidos.

Las muestras con las que.se trabajaron fueron la mezcla de
3 cortes (inicio de floracién, ) en el verano de 1990: 27
dé junio, 3 de agosto y 13 de septiembre. Los cultivos
tenian un afio y medio de haberse sembrado (enero de 1989).
bespués de cada corte las plantas se deshidrataron a 80 °C
en estufa de convecci6n forzada. Las plantas ya secas se
molieron en un molino de cuchillas con un tamiz de 1 mm de

diamétro de abertura. Ya secos y molidos los 3 cortes se
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mezclaron en cantidades iguales. Cada variedad se obtuvo

con cuatro repeticiones.

2.2 Extraccién de las saponinas

Se utilizé la técnica de extraccién fraccionada descrita
por Berrang y col.(1974) modificada por Visag y Pefia
- {1991). En la figura 7 se esquematiza el proceso de

extraccién.

Se pesaron 100 g de alfalfa deshidratada y molida y se
colocarcn en una matraz erlenmeyer de 2 1, se adicionaron
800 ml de etanol al 80% y se calenté a 60°C con agitacién
constante durante 90 minutos. Se filtr6 al vacio con papel
whatman de filtracién r&apida. El1 residuo se extrajo dos
veces mi&s con 500 ml de etanol al 80% durante . 90 minutos.
El residuo vegetal se deseché y los filtrados etanélicos de
las tres extracciones se mezclaron y concentraron en un
rotoevaporador a presién reducida, a 45 * 5 °¢, hasta

un volumen de 200 ml.

El concentrado acuoso se filtrd al vacio a través de papel

whatman de filtracién réapida.
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El filtrado se extrajo con tres porciones de 100 ml de &ter

de petrSleo para eliminar las substancias lipidicas y

algunos pigmentos (clorofila principalmente).

.La fracci6én acuosa se extrajo con tres porciones de 100

ml

de acetato de etilo para liberarla de pigmentos de tipo

flavonoide.

Finalmente la fraccién acuosa se extrajo con 400 ml (4x100

ml) de n-butancl saturade con agua (10:6 v/v). El extracto

butandlico se concentrd en el rotoevaporador a un tercio
su volumen inicial, se enfrié a 20 °C y el precipitado
saponina se recuperd por filtracién. Después se secd
estufa de vacio a 50 o¢C y se registré el peso de
saponina cruda.

Las fracciones etérea, de acetato de etilo y acuosa
sometieron a cromatografia en capa fina para determinar

habia presencia de saponinas.
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Figura 7. Técnicg de extraccién de saponinas

I Alfalfa seca y mo]_..lda_]

Extracci6n con|etan01—agua (80:20 v/v)

Residuo vegetal Ext
{descartado) ] b racto alcohélicol

T
Eliminaci6én del alcohol a presién reducida

I Concentrado acuoso—,

I

1 -1
Ll-‘racciﬁn acuosaj I Precipitado gomoso]
Extraccién con étexr de petrbleo
I 1
[Eacci_én etérea ] l Fraccién acuosa1

Extraccién :con acetato de etilo
] .

tﬁ‘raccién acetato de etilol l Fraccién acuosaJ

Extraccién con n-butanol satarado conh agua

I
ot lrraccién acuoan l Fraccién butanélica I

Evaporaci6én a presion reducida
a un tercio del volumen inicial

Filtracién del precipitado de saponinas
y secado en estufa de vacio a 50 °'C.

Visag y Pefia (1991)
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2.3 Deteccidén de las saponinas
2.3.1 Cromatografia en capa fina
Para determinar la presencia de saponinas en las diferentes
fracciones obtenidas durante el proceso de extraccién se
utilizé la cromatografia en capa fina. Se utilizaron
placas precubiertas con silicagel 60 F 254 (Merck),

analiticas de 20 X 20 cm y se probaron 3 sistemas de

elucién:
sistema I: n-butanol-&cido acético-agua 4:1:2 v/v
Sistema II: Cloroformo-metanol-agua 65:38:10 v/v

Sistema III: Acetato de etilo-metanol-agua 60:15:6 v/v

Junto con las muestras se aplicé el estindar de
soyasaponina I (proporcionada por el Dr. K. Price). Las
placas se ©rociaron con el revelador p-anisaldehido
(1 parte de p-anisaldehido + 40 partes de &dcido acético + 1
parte de 4cido sulfarico concentrado) y se calentaron en
estufa a 100 °C durante 10 minutos.

Una vez reveladas las cromatoplacas, se calcularon los
valores de Rf ( relacién entre la distancia de corrimiento

de la mancha con respecto a la distancia de corrimiento del

frente del disolvente).
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2.3.2 HemS1lisis

Para confirmar la presencia de saponinas en el extracto
butanélico, se realiz6 una prueba hemolitica basada en el
método de Jurzysta (Oleszek, 1990). Se prepararon cajas
petri con medio de gelatina-sangre ( 75 ml de solucién de
gelatina al 4.5% p/v en solucibn isoténica, con 20 ml de
sangre de borrego). Los extractos crudos de saponina de
alfalfa se disolvieron en solucién buffer isoténica de
Nacl, pH=7 (3.95g de Na, HPO, , 0.76g de KH, PO, y 7.29 de
Nacl en 1 litro de agua destilada), a una concentraciép de
30 mg/ml. En cada caja petri se colocaron 2 cilindros de
acero inoxidable, de 1 cm de alto y 0.5 cm de difmetro
interno, se llenaron con la solucién de saponinas y
después de 20 horas se observé si se producian halos de

hem6lisis.

2.4 HidrSlisis de las saponinas

Para hidrolizar las saponinas se seleccioné el método
utilizado por Oleszek (1988). Se pesaron 200 mg de
saponina cruda y se hidrolizaron con 40 ml de acido

clorhidrico 4M durante 4 horas a reflujo.
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2.5 Aislamiento y deteccién de las sapogeninas

Transcurrido el tiempo de hidrélisis, la solucién se enfrid
y las éapogeninas precipitadas se recuperaron por
filtracién al vacio con papel whatman S41. Las sapogeninas
se enjuagaron con suficiente agua destilada para eliminar
el &cido residual. E1 papel filtro con las sapogeninas se
secd a 50°C en estufa de vacio. Se recuperaron con metanol
y se colocaron en un frasco vial a pesc constante. Una vez

evaporado el solvente se registré el peso.

La deteccién de las sapogeninas se hizo por cromotografia

en capa fina, utilizando cromatofolios ( Merck )

precubiertos con silicagel 60 F 254, analiticoé de 20 X 20

cm y tres sistemas de elucién:

Sistema I: Eter petréleo-cloroformo-acido acétic
(7:2:1 v/v) :

Sistema II: Hexano-éter etilico (50:50 v/v)
Sistema III: Benceno-metanol (92:8 V/v)

Las placas se revelaron con p-anisaldehido Y

calentamiento a 100 °C durante 10 minutos.
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Se aplicaron como est&ndares, dcido medicagénico,
hederagenina (proporcionados por : Dr. W. Oleszek, Dr. G.
Massiot) y el soyasapogenol obtenido de la hidrélisis del
estindar de soyasaponina I .

Se determinaron los valores de Rf para las muestras y los

estindares.

2.6 Aislamiento y deteccisn de axficares

Se seleccioné la técnica utilizada por Jurzysta y col.
(1984) . Una vez recuperadas las sapogeninas, se tomaron 10
ml del hidrolizado y se evaporaron a seguedad a una
temperatura de 40 °C. Se le adicionaron 5 ml de agua
destilada y se evaporaron nuevamente a sequedad; esta
operacién se repitié varias veces hasta eliminar todo el
&cido clorhidrico. Este punto se detecté midiendo el pH de
la solucidn con papel indicador. El residuo seco se

disolvié en isopropanol al 10%.

Para la deteccién de los azGcares se empleS la
cromatografia en capa fina (CCF). Se usaron cromatofolios
(Merck) precubiertos con silicagel 60 F 254 y con
celulosa. Los sistemas de elucién fueron n-butanol-

isopropanol-agua (100:60:20 v/v) Y n-butanol-&cido-acético-
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agua (4:1:1 v/v) respectivamente. Los reveladores que se
emplearon fueron el p-anisaldehido para los cromatofolios

con silicagel y nitrato de plata para los de celulosa.

En esta prueba se corrieron como est&ndares los
siguientes azdcares: glucosa, L-arabinosa, xilosa, ramnosa
y &cido glucurdnico. Una vez desarrolladas y reveladas las

cromatoplacas, se calcularon los Rf.

2.7 Extracoion y purificacién del kcido medicagénico

Para aislar el 4cido medicagénico del extracto crudo de
sapogeninas se utilizé 1la cromatografia en capa fina
preparativa.

El extracto de_sapogenina cruda deshidratado se disolvié en
2 ml de metanol. Se aplicaron (en banda) 800 microlitros de
esta solucién en cromatoplacas de 20 x 20 cm preparadas con
silicagel H (Merck). El sistema de elucién utilizado fue
éter de petré6leo-cloroformo-dcido acético (7:2:1 v/V) y
como revelador vapores de yodo. Se aplicé a cada placa el
estindar de 4cido medicagénico para detectar la banda

'correspondiente en las muestras.
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Una vez localizada la banda se recuperé y el &cido
medicagénico se extrajo con metanol (10ml) tres veces. Los
extractos metanblicos se filtraron en papel whatman y

evaporaron a sequedad en estufa de vacioa 50°cC,

2.8 cuantificacién del &cido medicagénico

Para cuantificar el 4&cido medicagénico se utilizé 1la
técnica de cromatografia de liquidos de alta resolucidn
(HPLC) descrita por Massiot y col. (1988), modificando el
tamafio de la columna de 15 a 25 cm.

El acido medicagénico recuperado, se disolvié en 2 ml de
metanol y se filtré a través de una membrana Millipore de
13 mm de diametro y con tamafio de poro de 0.45 um.

El estandar de .4dcido medicagénico se preparé en metanol , a
una concentracién de 1.0 mg/ml.

La fase mbvil, metanol-~agua-dcido férmico (75:25:0.05
v/v), se filtré a través de membrana Millipore de 47 mm de
di&metro ( tamafio de poro 0.45 um) y desgasificé 15

minutos por ultrasonido, antes de utilizarla.
El anislisis se realizbé en un cromatégrafo Varian serie

VISTA 5000, con detector de luz ultravioleta (UV) e

integrador Varian 4270 . Se utilizé ‘una columna Merck -
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Lichrosorb RP-18 de 250 mm longitud, 4 mm de dismetro
interno y 5 um de dismetro de particula.

Las condj.ciones de trabajo fueron las siguientes:

Flujo del solvente: 1.5 ml/min.

Velocidad de la carta: 0.5 cm/min.

Presién : 182 - 186 BAR

Volumen de muestra: 10 microlitros.

Volumen del estandar: 5 y 10 microlitros.

Longitud de onda del detector: 202 nm.

En cualquier método analitico utilizado se considera
necesario establecer 1la proporcionalidad entre la
concentracién del analito estudiado y su respuesta
(Quattrocchi y col., 1992), por 1o que se determiné 1la
linealidad de 1la curva estadndar. Se hicieron cuatro
mediciones (por duplicado cada una) a diferentes
concentraciones del estandar de &cido medicagénico. Se
prepar6 una solucién con una concentracién de 1.0 mg/ml y
se inyectaron 2.5, 5.0, 10.06 y 15.0 ug. Estas
concentraciones se seleccionaron de acuerdo al rango de

andlisis de las muestras.
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Para comprobar que el tiempo de hidrélisis seleccionado en
este trabajo permitia hacer una hidrélisis completa de las
saponinas, se hicieron determinaciones a 2, 4 y 6 horas con
4cido clorhidrico 4M. Se utilizé la variedad Inia 76,
determin&ndose la cantidad de &cido medicagénico recuperado

para cada tiempo. cada anflisis se trabajé por triplicado.

Debido al nfimero de pasos que intervienen en la obtencién
del Acido medicagénico, se estimé conveniente determinar la
variabilidad (error experimental) del método de analisis
utilizado. Para lo cuil se realizaron 10 réplicas del
proceso con 1la variedad Inia 76 y se calculé el

coeficiente de variacién.
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2.9 Valoracidn de la actividad biolégica de las saponinas

Para evaluar la actividad biolségica en las diferentes
variedades de alfalfa, atribuible a su contenido en
saponinas, se realizaron dos bioensayos: ictiotoxicidad e

inhibicién del crecimiento del hongo Trichoderma viride.

2.9.1 Ictiotoxicidad

Se utilizé la técnica descrita por Jones y Elliot (1969),
modificando la especie de los peces y la cantidad de
muestra.

Se vaciaron 3 g de la alfalfa molida y seca en 25 ml de
agua destilada, dejando en reposo durante 2 horas. Después
se filtrd a través de papel whatman de filtracién rapida.
Los peces, de la especie Oriochromis mozambicus (mojarra-
tilapia) con un tamafio aproximado de 3 - 5 cm, se
mantuvieron en adaptacién a las condiciones del laboratorio
durante 2 dias. Se coloc6é cada pez en un vaso desechable
transparente con 92 ml de agua destilada a 20 °C. Se
esperaron 5 minutos para ver si el pez permanecia calmado y
saludable, luego se agregaron 8 ml del extracto acuoso de
alfalfa. Los peces se observaron durante 180 minutos, con

registro del tiempo de inmovilizacién del pez.
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Junto con las muestras se corrié una prueba con el estadndar
de &cido medicagénico. Se hizo por duplicado, utilizando
100 ml de una solucién acucsa a una concentracién de 50
microgramos/ml. El &acido medicagénico se disolvié primero
con 3 gotas de metanol. También se corrié un testigo (4
repeticiones) con agua destilada a la que se le agregaron
3 gotas de metanol para determinar si influyen en el

anélisis.

2.9.2 Inhibicién del crecimiento del hongo Trichoderma
viride

Se utilizd la técnica descrita por Stuteville y Skinner
(1987), modificando la cantidad de muestra.

Se pesaron 750 mg de alfalfa seca y molida y se adicionaron
a 30 ml de agua destilada en tubos de ensayo de 100 ml, con
agitacién suave y constante. Se colocaron los tubos en
autoclave a 121 °C durante 15 minutos. Se enfriaron y
'filtraron a través de papel filtro whatman de filtracién
ridpida. Se midieron 20 ml del filtrado y se colocaron en
tubos de ensayo limpios, adiciondndoles 0.8 g de medio de
cultivo agar papa-dextrosa (Bioxon) y se disolvieron con

agitacién en bafic maria. Se colocaron nuevamente al
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autoclave durante 15 minutos a 120 °C. Se enfriaron a

45 °C y se vaciaron en cajas petri estériles desechables.

Se prepararon 4 cajas con estdndar de &cido medicagénico. A
cuatro tubos de ensayo con 20 ml del medio se les
adicionaron 2 mg del est&ndar, coloc&ndose en el autoclave
durante 15 minutos a 121 °C. Se enfriaron y vaciaron en las
cajas petri. Se prepararon también 4 cajas petri testigo

conteniendo s6lo el medio.

El hongo Trichoderma viride se sembr6 en cuatro cajas
petri con medio de agar papa dextrosa. Se aplicé en tres
puntos introduciendo ligeramente el asa en el medio y luego
superficialmente en estria. Se incubaron a 28 °C durante 48
horas.

Con un horadador de tapones de 5 mm de di&metro interno se
cortaron discos del gel en 1la periferia del desarrollo del
hongo. Utilizando un punzén, se colocé de forma invertida
un disco del inSculo en el centro de cada una de las cajas
petri preparadas. Se incubaron a 28 °C durante 24 horas y
se midi6 el diametro de crecimiento del hongo. A estos

valores se les rest6 los 5 mm de dismetro del disco de

inéculo.
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Los valores se convirtieron en porcentaje del desarrollo
‘fdngico, comparandolos con las placas control y se

denominaron "indice de saponina®.

2.10 Anklisis quimico proximal de las alfalfas

Se realizé el andlisis quimico proximal de cada una de las
variedades de alfalfa para determinar su valor nutritivo,
siguiendo las técnicas de la Asociacién Oficial de Quimicos
Analiticos de Estados Unidos ( AOAC, 1990). Los componentes
analizados fueron: proteina cruda, grasa cruda (extracto
etéreo), cenizas, fibra cruda y extractoe libre de
nitrogéno. En este trabajo no se determin6é la humedad de
las alfalfas frescas puesto gue las muestras se recibieron
ya deshidratadas (97% de materia seca), por los que los

resultados se informan en base seca.

71




2.12 Andlisis estadistico

Los resultados fueron sometidos a un andlisis de varianza y
comparacién de medias, utilizando la prueba de comparacién
mdltiple de Fisher (Diferencias Minimas Significativas) con
el programa computacional estadistico "The Number Cruncher
statistical Analysis System, version 3.1i" . En todos 1los
casos se consider® un valor de p g 0.05.

Los ‘coeficientes de correlacién lineal se calcularon

utilizando el mismo paguete estadistico.
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3. REBULTADOS Y DISCUSION

3.1 Saponinas

3.1.1 Contenido de saponinas

En el cuadro 8 se presenta el contenido de saponina cruda
de las 10 variedades de alfalfa estudiadas. La variedad
Sundor fue la de mayor contenido con 1.77% en base seca y
las de menor contenido los Sintéticos I, Sint&tico II y
Pierce, con un promedio de 0.44%, lo que significa 3.3
veces mas saponina cruda en la primera. Comparando estos
resultados con 1los obtenidos por Leath y col. (1972),
quienes informaron un 0.23% y 0.46% para las variedades
Lahontan y DuPuits; asi como 1los obtenidos por Oleszek y
col. (1992), 3.0% para la variedad Kleszczewska.
Encontramos que los contenidos de saponina cruda de las
diez variedades de alfalfa estudiadas estdn por encima de
los de la variedad Lahontan, considerada internacionalmente
como una variedad baja en saponinas, pero son menores a los
de 1la variedad polaca Kleszczewska. Sin embargo debe
considerarse que el método de extraccién puede afectar

cualitativa y cuantitativamente las saponinas recuperadas

{Oleszek, 1988).
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o cuadro 8. ‘Contenido 'de saponinas en 10 variedades de
i Len alfalfa.m i o

ariedad s ”éb‘ri'ﬁen‘i';i'o' d'eb' "sap'oni- Desviacién
o :nas- (% base seca) # . estandar

Sundor : T 1.77:a "k 0 48

Maxidor 117 b 0. 32 N
‘;ValenCJ.ana ' ‘0.88‘ bc‘ ‘ » ) 0.21

céndor 0.85 ¢ " 0.6
:'Pue-ﬁla 76 0:.83v c C 012

Inia 76 oo S

NK-819 0.59 s

vPierce o 0.39
Sintético I 0.46°a
sintético II 0.40

* Promedios de cuatro repeticiones

#* Las medias con letra diferente,son signiflcativamente
diferentes para una p < 0.05- .
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3.1.2 Dsteccién por cromatografia en capa fina

La fase m6vil con mejor resolucién fue el sistema I (n-
butanol-&cido acético-agua, 4:1:2 v/v), aunque el tiempo de
desarrollo fue el mis largo (4h). Con el sistema de
desarrollo II las manchas migraron con el frente del
solvente y el sistema III presenté poca resolucién.

En el cuadro 9 se puede ver el valor de las referencias

frontales (Rf), en el sistema I, de las saponinas de

las 10 variedades de alfalfa estudiadas.

Se observé que todas presentaron 3 manchas defini@as,
aunque algunas con valores de Rf diferentes. El1 color de
las manchas fue dgris verdoso, como el del estdndar de
Soyasaponina I.

Las variedades, Puebla 76, Inia 76, Cé6ndor, Sundor y Maxidor
presentaron patrones de movilidad semejantes (Rf: 0.21,
0.36, 0.42). En el caso de la Pierce y el sintético I, sus
cromatogramas fueron similares entre si (Rf= 0.21, 0.33,
0.42), pero diferentes a las anteriores en una de las
manchas. v

De las 10 variedades de alfalfa, s6lo la valenciana y la

NK-819 no presentaron la mancha correspondiente al

estindar de soyasaponina I (Rf= 0.42).
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‘Cuadro 9. Deteccién de saponinas en diez variedades de
. ! . alfalfa mediante cromatografia en capa fina (CCF)

variedad . . valor de  Rf*
Puebla 76 0.21 0.36. - . 0.42.
Inia 76 0.20 v

sintético II 0.20

condor 0.21-
Sundor 0.20
Maxidor 0.20
Pierce 0.21

sintético I 0.20

valenciana

NK - 819 0.20.

Est&ndar
Soyasaponina I 0.42

Adsorbente: Silicagel 60 F254

sistema de elucién: n-butanol: agua: dcido acético
(4:2:1 v/v)

#Rf = Referencias frontales
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Berrang y col. (1974), utilizando el sistema de elucién I,
observaron 6 manchas de saponinas en extractos butanélicos
de forraje de alfalfa de las variedades Lahontan y DuPuits.
Los valores de Rf fueron: 0.25, 0.30, 0.36, 0.40, 0.49 y
0.60. Comparando estos resultados con las alfalfas
estudiadas, podemos observar coincidencias en los primeros

cuatro valores de Rf.

En las fracciones etérea y de acetato de etilo no se
observaron manchas correspondientes a saponinas. . Sin
embargo en la fraccién acuosa se observé una mancha tenue.

Oleszek (1988) menciona que algunos bidesmésidos no son
extraidos completamente por el n-butanol, debido a que son

muy solubles en aqua.
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3.1.3 Deteccién por su actividad hemolitica

Todas las variedades presentaron actividad hemolitica.Con
esta prueba se pudo confirmar que el extracto butanélico
considerado como saponina cruda presenté la actividad
hemolitica caracteristica de las saponinas de alfalfa que
contienen sapogeninas &cidas. En la figura 8 se pueden
observar 1los halos de hemblisis producidos por los
extractos crudos de las saponinas de alfalfa.

Figura 8. Halo de hemélisis producido por el extracto
crudo de saponina de alfalfa (variedad Puebla 76)




3.2 Bapogeninas

3.2.1 Contenido de sapogeninas

En el cuadro 10 se puede apreciar la cantidad de sapogenina
contenida en 100 mg de saponina cruda para cada variedad.
Se observa que la relacién sapogenina/saponina no es
constante entre las variedades, existiendo una variacién
hasta del 50%. Los valores més altos corresponden a las
variedades Inia 76 (1:3), Sintético I (1:3) y Sintético II
(1:3) y el mds bajo a la céndor (1:6). Esto se puede deber
a una mayor propocién de azficares unidos a la sapogenina.
Birk y Peri (1980) mencionan que 1las saponinas que
contienen los soyasapogenoles come aglicén, tienen una

relacién sapogenina/carbohidrato 1 a 5.

Mediante la deteccién, por HPLC, del &cido medicagénico
obtenido a diferentes tiempos de hidr6lisis de la saponina
cruda de la variedad Puebla 76; se confirmé que el tiempo
de hidrélisis de 4 horas era necesario para liberar
completamente las sapogeninas, pues con 2 horas 1la
recuperacién de Aacido medicagénico fue del 50%. En cambio
con 6 horas de hidrélisis no aumenté la cantidad

recuperada y se observé una ligera disminucién, figura 9.

ESTA TESIS MO DEBE
SAIR DE LA BIBLIBTECA
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cuadro 10. Contenido de sapogeninas en diez variedades de

alfalfa B
variedad Contenido de sapogenina Desviacién ]
mg/100 mg saponina * . est&ndar ‘.
Inia 76 35.50 a #*
sintético II 31.10 a
sintético I 30.25 a
valenciana 25.24 ab
Sundor 24.70 ab
NK - 819 23.59 ab i
Puebla 76 23.45 ab
Pierce 22.51 bc
Maxidor 18.80 be 330
céndor 17.97 ¢ 307

* promedio de 4 repeticiones

** Las medias con diferente letra son significativamente

diferentes para una p < 0.05
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Figura 9. Recuperacisn de &cido medicagénico a
K . - diferentes tiempos de hidr&lisis. Determinado

por HPLC.
- Tiempo de Hidrdlisis (h) Ac. Medicagénico (mg)
2 1.72
4 - 3.56
[} 3.22
Ac. Medicagénico (mg)
.4 '
R i
.. 35
Ea i
w§ 28
816
< 0.5
0 —t- ‘
0 : 3 4 6
v . Tismpo Hidrolisis th) '
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3.2.2 Deteccién por cromatografia en capa fina

. De los tres sistemas de elucién utilizados para detectar
las sapogeninas, el mejor fue el Sistema I ( &ter de
petr6leo - cloroformo -~ &cido acético, 7:2:1 v/v). El
tiempo de desarrollo fue de aproximadamente 1 hora. En el
cuadro 11 se pueden ver los valores de Rf de las
sapogeninas obtenidas.

En los patrones de movilidad de las sapogeninas de las diez
variedades de alfalfa no se observaron diferencias. Todas
presentaron 5 manchas definidas de color morado grisdceo.
Todas las variedades presentaron manchas en el Rf del
estindar del &4cido medicagénico y del hidrolizado de 1la

soyasaponina I.
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Cuadro 11. Deteccién de sapogeninas en diez variedades de
alfalfa mediante cromatografia encapa fina

Vvariedad Valor de Rfw

Valenciana 0.16 ‘0.29 0.39 0©0.52 0.57
Puebla 76 0.17  0.30 0.40 0.52 . 0.57

Inia 76 0.17  .0.31. 0.41 0.51 . 0.56. _|s.
sintético I . 0.17. ..0.30. '0.40. 0.52.. .0.57;
Sintético IT = .  +0.17,., 0.30%..0.41. 7 0.52; -0

céndor . f:o.-;jc‘f‘»,x“,q"..'zsf'_:Q.;s "'°4,52,i-;' o 1
Sundor - 0.16  0.28 .0.38 0.52 . 0.57
Maxidor 0.7 0.30.7 0.41.:.0:52. . 0.57:% e
Pierce .. 0,17. .20.30.- 0.41 ..0.52.: 0.56..
NK - 819 0.17 . 0.30. 0.42 . 0.52:. 0,56

Ac. Medicagénico 0.17
Hederagenina 0.34

Hidrolizado de
Soyaponina I 0.52 0.57

Adsorbente: Cromatofolios Merck Silicagel 60 F254 (20X20)

sistema de elucién: Eter de petr6leo - cloroformo = &cido
acético (7:2:1 v/V)

* Rf = Referencias frontales
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*. Rf = Referencias frontales

3.3.Deteccién de azdoares por cromatografia en capa fina

A través de la cromatografia en capa fina se detectaron los
azlcares: glucosa, ramnosa y xilosa (cuadro 12), aungue
s6lo éste Gltimo se encontrd en todas las variedades. Con
respecto a los otros dos azGcares, casi todas las
variedades los contienen excepto la Inia 76 que si presenta
glucosa pero no ramnosa, Yy las variedades Valenciana,
Puebla 76 y Sintético II donde no se encontraron ninguno
de los dos.

Es recomendable verificar posteriormente, la ausencia de
glucosa en estas variedades, ya que este azlcar es muy
comin en las saponinas de alfalfa; aungue Massiot y col.
(1991) aislaron de hojas de alfalfa, variedad Resis, un
monodesmésido que contenfa sélo arabinosa, ramnosa Yy

xilosa.
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cuadro 12. Deteccién de azlcares en saponina de diez
. . variedadgs de alfalfa mediante cromatografia en
capa fina

variedades Valor de RE
Valenciana 0.22 0.51
Puebla 76

0.51

Sintético II
Inia 76
Sintético I

céndor

sundor

Maxidor

Pierce

ﬁK~819

Ac. glucurénico 0.08
Glucosa

L. Arabinosa

Xilosa

Ramnosa

Adsorbente: Silicagel 60 F 254

Sistema de elucién I: n-butanol-isopropanol-agua“
v/v). N SETT

= Rf= Referencias frontales
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3.4 cuantificacién de fcido medicagénico por cromatografia
de liquidos de alta resolucién (HPLC)

Se encontré que existe linealidad en la deteccién del &cido
medicagénico bajo las condiciones cromatograficas

utilizadas (figura 10).

Figura 10. Linealidad de la deteccién de acido
medicagénico por cromatografia de liguidos de
alta resolucién (HPLC).

cantidad de &cido Area del pico
medicagénico inyectada (ug)
2.5 501 992
5.0 997 797 -
10,0 . 2 037 107
15.0 3 024 042
3600000
3000000
8 2600000 «
= 2000000 ;
‘s 1600000 b
. 1000000
600000
ol .
o 5 . 10 16
C d de écido I ico iny da (ug}

Ecuacién de la recta: y= (202 500)x - 5084

Coeficiente de correlacién r= 0.99



En la figura 11 se presentan los cromatogramas obtenidos
por HPLC, de las 10 variedades de alfalfa analizadas y del
estindar de 4&cido medicagénico. El tiempo de retencién

promedio para el &cido medicagénico fue de 10.20 minutos.

El contenido de &cido medicagénico para cada variedad de
alfalfa, calculado con base en la cantidad de saponina
cruda presente en 100 gramos de planta seca, se muestra en
el cuadro 13. Se obqervb gue la variedad Valenciana es la
de mayor contenido en &cido medicagénico, con
aproximadamente 12 veces mis sapogenina que la variedad NK-
819, que tuvo el menor contenido.

Comparando los contenidos de &cido medicagénico de las
variedades estudiadas con los informados por Rao y Bories
(1987), encontramos que los primeros fluctGan entre 0.001 -
6.016% y los segundos entre 0.026 - 0.090%, lo. que nos
indicaria que tenemos variedades con menor contenido en

esta sapogenina.
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i Figura 11. Cromatogramasj»HPLC ,de1f 4cido ﬁédicaﬁénicof en. el
estdndar de . referencia 'y ‘en; -10.. variedades’ ' de

alfalfa.  :[Columna:
d.i.;  fase. mévil: i
(75:25:0.05 v/y)s UV 202 nm; Flujoi
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. .Cuadro 13. Contenido de &cido medicagénico en ' diez
variedades de alfalfa

Variedad Ac. medicagénico (mg en 100 g Desviacidén
: de planta deshidratada) esté&ndar
Valenciana 16.54 a ** . 1.85
.Inia 76 11.50 b 1.90
Puebla 76 9.72 ¢ 1.26
Sintético I. 4.19 d ¢ B 0.81
Pierce o U 3,08 s 0 e Ly 0;57 :
Maxidor . : L 247280 PRORSNEY 5 -1
.¢6ndor : L 243 et .3—,,,,,2.,..4,(‘,;»70;:
sintético II C ’ 2.3 @ ... L 1033
Sundor- 2030 @ i e 0,41,
NK-819 . 1.34 £ -~ SRR 0.24

+ promedio de 4 repeticiones

«%* Las medias con letra diferente son significativamente

diferentes para una p g 0.05
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Con respecto a 1la determinacién del coeficiente de
variacién de la técnica analftica desarrollada en este
trabajo se obtuvo un valor del 14.3%; por lo que el método
s6lo permite separar las variedades de alfalfa con
diferencias de contenidos de &cido medicagénico superiores
al 14%, pues si son menores, podrian deberse a errores del
método analitico.

Se pudo observar que desde el proceso de extraccién de las
saponinas ya se tenia un coeficiente de variacién de 13.1%,
lo gue hace pensar gque en esta parte estd la principal
fuente de error. Por lo que en futuras investigaciones ser&
conveniente tratar de optimizar 1las condiciones de
extracciédn o buscar un método analitico alternativo, como

la extraccién en fase s6lida propuesta por Oleszek (1988).

3.8 Actividad biolégica

3.5.1 Determinacidn de la actividad ictiotéxica

s§6lo las variedades Valeﬁciana, Inia 76 y Puebla 76
tuvieron efecto ictiotéxico. Los tiempos de inmovilizacién
de los peces fueron 33, 108 y 160 min respectivamente, lo
que indica una mayor toxicidad para la primera. Los peces
testigo, no fueron afectados por las tres gotas de metanol

que se adicionaron al control positivo de &cido
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medicagénico. El tiempo de inmovilizacién para el control
positivo fue de 30 minutos.

Jones y Elliot (1969) encontraron tiempos de inmovilizacién
entre 10 y 117 minutos en muestras de hojas de alfalfa,
rango en el que estarian dos de las alfalfas estudiadas.,
Comparando 1los resultados obtenidos con 1la cantidad de
fcido medicagénico determinado en las alfalfas, se observa
que a mayor concentracién de éste, mayor fue la actividad
ictiot6xica. Sin embargo, a concentraciones menores del
0.004%, ya no se produce efecto téxico; lo que sugiere el

grado de sensibilidad de esta prueba.

3.5.2 Inhibicién del hongo Trichoderma viride.

En el cuadro 14 se presentan los dismetros de los halos de
desarrollo del hongo y el indice de saponina calculado con
base al testigo. La variedad Valenciana presenté la mayor
actividad fungitéxica, seguida por la Inia 76, la Puebla 76
y la Sintético I. Las 6 variedades restantes no presentaron
diferencias significativas entre ellas, aunque si con el
testigo, lo que indica una ligera actividad biolégica. Se
podria decir que esta técnica resultd ser mis sensible para
determinar la actividad biolégica de las alfalfas,

comparada con la prueba de ictiotoxicidad.
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Stuteville y Skinner (1987) encontraron que la variedad
Lahontan (control bajo en saponinas) presenté un indice de
saponinas de 98.3 y la variedad Uinta (control alto en
saponinas) un valor de 35.1. En ese estudio se trabajé con
250 mg de plantulas de alfalfa (1/10 de su estado de
floracién). Comparando sus resultados con los obtenidos en
el presente trabajo, podemos observar gque los indices de
saponina de las alfalfas estudiadas caen dentro de 1los
rangos informados por dichos autores. Sin embargo, se debe
considerar que en este trabajo se utilizaron 750 mg de
alfalfa, lo gue indicaria concentraciones menores de

saponina.
Se encontrd una correlacitén lineal (r= 0.97) entre el
contenido de &cido medicagénico y la actividad bioclégica .

Lo que no ocurrié entre esta Gltima y el contenido de

saponinas (r= 0.05).
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Cuadro- 14. Prueba-de:inhibicién del hongo Trichoderma
viride en diez variedades de alfalfa.

variedad Halo de ' Indice Desviacién
) desarrollo (mm)* de saponina® est&ndar
w‘/alencinna és.a . 45.66 a ¥ 5.26
Puebla 76 35.6 ‘ 62.97 b 3.40
Inia 76 36.40 T 64.33 bc 6.25
Sintético I ’ ~41.4 .. 73.08 ¢ . 3.53
Maxidor ©47.67 ‘84.16 d - 4.29
sintético IT = =~ 48.2 : 85.13°d 7.62
Sundor o 49.3 " .g7.07 4 4.64
Pierce 56.0 t;-}n ~ 88.404d 1159
condor » 50.9 :4f ” . 89.94 4d 2.02
NK-819 52?1 ‘ - :7.92.06 d 2.09
Testigo ‘ . 55.2 ‘bb;vbloo.oo e
Esta&ndar: ac. 9.8 17.77
medicagénico
(0.1mg/ml)

* Promedio de cuatro repeticiones

«* Las medias con letra diferente, son significativamente
AQiferentes para una p < 0.05

@ Un menor {ndice de saponinas implica mayor concentracién
de saponinas

96




3.6 Composicién quimica proximal

La variedad de alfalfa con mayor contenidc en protelna
cruda fue la Céndor. Estadisticamente no fue diferente de
lag variedades Maxidor, Sundor y Sintético II; pero si
presentS diferencias significativas con respecto a las

otras 6 variedades (cuadro 15).

Cuadro 15, Contenido de proteina cruda en diez variedades
de alfalfa
Variedad Proteina cruda Desviacién
(% base seca)* estandar
céndor 19.34 a ** 0.58
Maxidor 19.14 a 0.98
Sundor 18.92 ab 0.94
sintético II 18.33 abc 0.98
pierce 18.24 be 0.30" "

Puebla 76 18.08 bc 0.55 °

NK-819 18701 be

valenciana 17.80° ¢

Sintético I i7ié§ c. - 0237
Inia 76 17.62 ¢ 0.47

& ‘promedio de cuatro repeticiones

bkl Las medias con letra diferente  son
significativamente diferentes para una p § 0.05
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La variedad Maxidor fue la de mayor contenido en grasa
cruda, aunque fue estadisticamente equivalente al de las
variedades Sundor y Valenciana. Con respecto a las otras 7

variedades si tuvo diferencias significativas (cuadro 16).

Ccuadro 16. Contenido de grasa cruda en diez variedades de

alfalfa
variedad Grasa cruda * Desviacién
( % base seca) estindar
Maxidor 2.45 a  ** 0.18
Sundor 2.42 ab 0.12
valenciana 2.40 ab 0.22
céndor 2.08 bc 0.18
pierce 2.08 be T0.51
sintético I 2.06 be 0.17
NK-819 i 2.06 bc 0.09
sintético II 2.02¢ 0.09
Inia 76 1.98 ¢ 0.20
Puebla 76 1.86 ¢ 0.30

* promedio de cuatro repeticiones

** Las medias con letra diferente son éignificativamente
diferentes para una p £ 0.05
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De las 10 variedades de alfalfa estudiadas, la Sintético II
fue la de mayor contenido en minerales. No tuvo diferencia
significativa con la NK-819 y Pierce, pero si con respecto

a las otras 7 variedades (cuadro 17).

Cuadro 17. Contenido de cenizas en diez variedades de

alfalfa
Variedad Cenizas * Desviacién
{ % base seca) estindar
Sintético II 10.44 a #» 0.38
NK-819 10.38 a 0.15
Pierce 10.10 ab 0.44
céndor 9.92 bc 0.21
sintético I 9.89 bc 0.12
Inia 76 9.84 bed 0.36.
Valenciana 9.73 bea 0.14:
Sundor 9.73 bed 0.34,. o
Puebla 76 9.55 cd 0.26"
Maxidor 9.46 d T 0.17

* Ppromedio de cuatro repeticiones

#% Las medias con diferente lefra son significativamente
diferentes para una p§ 0.05
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La variedad de alfalfa con el porcentaje m&s alto de fibra
cruda fue la Inia 76, sin embargo, s6lo fue
estadisticamente - diferente de las variedades Maxidor,

céndor y Valenciana (cuadro 18).

cuadro 18. Contenido de fibra cruda en diez variedades
de alfalfa -

Variedad . Fibra, cruda* ' Desviacitn
(¥ ' -base seca) estandar
Inia 76 3188 a ww 0.79
' Plerce 31.85 a. 0.70
sint&tico I 31.34 ab 0.77
NK-819 31.17 ab 0.68
sintético II 30.40 abe
Puebla 76 29.63 abc
sundor 29.47 ahc
Maxidor 28.72 c
céndor 28.59 ¢
Valenciana 28.52 ¢

* Promedio de cuatro repeticiones

% Las medias con letra diferente son significativamente
diferentes para una p < 0.05
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El mayor contenido en extracto 1libre de nitrégeno
correspondis a la variedad Valenciana; s86lo fue
estadisticamente diferente de las variedades Sintético 1I1I,

Inia 76, NK-819 y Pierce (cuadro 19).

cuadro 19. Extracto 1libre de nitré6geno (ELN) en diez
variedades de alfalfa

variedad ELN * Desviacién

(% base seca) estindar
Valenciana 41.54 a #w 1.78
Puebla 76 40.89 ab . 1.02
Maxidor 40.24 axﬁ 2.01
céndor 40.00 abc 2.63
sundor 39.46 abc 2.11
sintético I 39.05 abc 0.45‘-
sintético IX 38.79 bc 1.81
Inia 76 38.66 bc :ﬂ_:1.o'o>
NK-819 38.39 c RN i ¥ A
Pierce 37.91 ¢ 1.18

* promedio de cuatro repeticiones

#* Las medias con diferente letra son significativamente
diferentes para una p < 0.05
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Si se toma en cuenta que la calidad nutritiva de la alfalfa
estaria dada por un alto nivel protéico y un bajo contenido
en fibra (mayor digestibilidad), asi como en saponinas
(especialmente las que contienen al &cido medicagénico como
aglicén), al hacer el anilisis de estos par&metros en las
10 variedades de alfalfa estudiadas (cuadro 20) se observa
lo siguiente:

De las variedades mexicanas mejoradas, las cuatro presentan
contenidos de proteina y fibra equivalentes (p < 0.05). Sin
embargo, los dos sintéticos tienen menor concentracién de
saponinas que la Inia 76 y la Puebla 76.

No hubo diferencia significativa en el contenido de
saponinas de los dos sintéticos, pero como el Sintético II
present6 el menor contenido en &cido medicagénico, é&sto le

daria la mejor calidad nutritiva.

De las 6 variedades extranjeras, la Céndor, Maxidor y
Sundor tendrian la mejor calidad nutritiva de acuerdo a su
contenido en proteina y fibra, sin embargo, son las de

niveles m4s altos de saponina, por lo gque su calidad se

verfa disminuida.
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Cuadro 20. contenido de protefna, fib; i
ra, saponina
medicagénico en diez variedades de élfagfa Y deido
(Base seca).

Variedad Proteina  Fibra v Saponina Acido
(%) (%) (%) Medicagénico
(mg/100g)
céndor 19.34a%  28.59¢ 0.84c 2.43e
~Maxidor 19.14a 28.72¢c 1.17b 2.72e
Sundor 18.92ab 29.47bc 1l.76a 2.30e
Sintético II 18.33abc 30.40abc  0.40d " 2.31e
Pierce 18.24bc  31.85a 0.49d 3.08e
Puebla 76 18.08bc 29.63abc 0.83¢c 9.72¢c -
NK-819 18.01bc 31.17ab 0.59cd 1.34¢
Valenciana 17.80c 28.52¢c 0.88bc 16.54a
Sintético I | 17.66c 31.34ab 0.46d 4.19d
Inia 76 17.62¢c 31.89a 0.68¢c 11.50b

* Las medias con diferente letra son significativamente
diferentes para una p < 0.05

Las variedades Pierce, NK-819 y Valenciana son iguales en
su contenido protéico, aunque ésta Gltima seria mejor por

su menor contenido en fibra. Sin embargo la Valenciana
presenté mayor contenido en saponinas que la Pierce y mucho

m&s 4dcido medicagénico que las otras dos. Entre la Pierce y
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la NK-819, la primera tiene menor concentracién de a&cido
medicagénico.

Con base a lo anterior, de las 10 variedades de alfalfa
estudiadas, la Sintético II y la Pierce serian equivalentes
en su calidad nutritiva , es decir nivéles intermedios de
proteina y fibra, asi como niveles bajos en saponina y
dcido medicagénico. Podria decirse que de acuerdo a los
resultados obtenidos en este trabajo, se considerarian las
variedades mA&s recomendables en nutricién animal. Sin
embargo, para poderlo corroborar, seria necesario real}zar
pruebas en animales que se ha demostrado presentan
sensibilidad a 1las saponinas, por ejemplo conejos o

conejillos de India (Birk y Peri, 1980).
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4. CONCLUSIOMES

Se confirmb que el contenido de saponinas de la alfalfa se
ve afectado por la variedad. Se observs que la variedad
Sundor (1.76%),con el mayor contenido en saponina cruda,
presenta cuatro veces m&s saponina que la variedad

sintético IX(0.40%), con los niveles m&s bajos.

De las 10 variedades de alfalfa estudiadas, las que
tuvieron las concentraciones mAs bajas en saponinas fueron
la Pierce (0.49%), el Sintético I (0.46%) y el Sintético
II (0.40%); la primera es una variedad introducida y las

otras dos son mexicanas.

con relacién al contenido de &cido medicagénico,la variedad
valenciana (0.016 %) superd significativamente (p < 0.05)
a las otras nueve variedades estudiadas. Su concentracién
de &cido medicagénico fue 16 veces mayor que la variedad

NK-819 (0.001%), con el menor contenido.

La variedad mexicana con menor contenido en &cido

medicagénico fue el Sintético II - (0.002%) y. de las
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introducidas, NK-819 (0.001%), Co6ndor (0.002%) y Sundor
(0.002%) .

Las variedades de alfalfa que mostraron ictiotoxicidad
fueron la Valenciana, Inia 76 y Puebla 76, con los niveles
mds altos en &cido medicagénico; estas tres variedades
también presentaron la mayor inhibicién del hongo
Trichoderma viride. Se encontré una correlacién 1lineal
(r=0.97) entre actividad fungitéxica y concentracién de
acido medicagénico en la alfalfa; no existiendo ésta, con

respecto al contenido de saponinas (r= 0.05).

Las variedades de alfalfa con mejor calidad nutritiva, es
decir niveles protéicos altos y bajos en fibra, saponina y

&cido medicagénico, fueron la Sintético II y la Pierce.

Sera conveniente corroborar en futuras investigaciones,
mediante pruebas in vivo, los posibles efectos
antinutritivos de las variedades de alfalfa con mayor
contenido en saponinas (Sundor, Maxidor y vValenciana) Yy en
scido medicagénico (Valenciana, Inia 76 y Puebla 76);
principalmente @&stas Gltimas ya gue fueron las que

mostraron ictiotoxicidad.
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