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RESUMEN

=2 evaluo per cromatog-afia d=2 gas, tres m2ftaodos
extractivos de 3cido oleanclico. Sl extracto de sapoge-—
ninas del método (Bugustn 1979), guz arrojs maver ta2nor
(0.32%) fue tratado por cromatocgrafia en capa T1ina pre-
parativa para la purificacisn cde2 Atidn oleanslica, s1-
andn f@ste laido al espectrofotametra, 2r2.13 A TCiAN
de color con 21 reactivo de Lizberman Burchard modifi-
cada.

Asi una porcisan (10 grs. apro:x.) de granos de qui-

nua (Chenopodium guinga Willd.!) fue extraida por gradi-

ente en un sistema n-BuOH 80Y: E££0H 8B80O%3;1:251:1;2:133«
50mlY a reflujo en bado d2 aremna (11320 ¢ 3D'), filtr—
ada {(lana de wvidrin vy khatman M21) v el extracto con-
teniendo las saponinas fus concentrado (2.9ml) al ro-
tavapor (460°C) y lle2vado a volumsn (25ml1) con  una me:zx-
cla n-BulH 80%: EtOH BOU(L:1l3v/v).

Una alicuota (10 ml) fue llevada a sequedad en ei
rotavapor para proceder a la hidralisis: el extracto
seco se solubilizd en un sistema -4 Dioxano:agual(l:l-
520 ml) se  adiciond 20ml de H. S0, 12M v se hidrolizoe
{(barmo de arena 10°C %« 1.5 hrs.). Se enfrias a tempera-
tura ambiente para posteriormente sxtraer las sapongent-
nas resultantes con cloroformo (3 x SO ml).

Una alicuota de la solucidn clorofsormica de sapoge-



Nninas fue ceonc=2ntrada y algunces micrclitreos (=guivalen-
te a 121 mgrs. de gquinua aproximadamente) fusron sem—
brados en bandas de 3cm frente a un standard dz acido
oleandlico sobre placas recublerftas por silicagel G
Merck de O0.5mm de espesor, siendo desarrolladas 2n una
mezcla que cconsiste en un sistema Claroforma: Acetona:
bencenro (B0:20:10;3v/v)obteniendose buena resolucisdn.,

Localizadas las manchas con vapores de yodo vy eli-
minado 2! yodo remanente con corriente d= aire forzaio,
la banda cuyo Rf fue similar a la del standard de 4&cida
oleanolico, fu= separada e introducida a una columna de
vidrio d=2 1.2 cm. de diametro, eluida con cloroformo,
secada, disuelta en 1ml de Acido acetico glacial trata-
da con & ml del reactivo Lieberman Burchard modificado,
el gue consiste en una mezcla de acido sulfdrico: acido
acético glacial(i:1; v/v). Se calentsd en bafo maria a
60°C x 23°', se enfria v se llevd al espectrofotéometrao
donde fue leida a 527 nm contra un blanco. £1 standard
de 4cido oleandlico tratado bajo las mismas condiciones
mostro una linearidad en el rango de 40 a 480 microgra-
mos cuando se ploted cantidad vs. absorbanciaj; asi como
una absortibidad especifica E'Y™, ., S27nmn = 67.30.

El porcentaj=s de= 4cido olzandlico en quinua ha sido
determinado espectrofotométricamente(0.28620.027), el
mismo gque presenta un error en exactitud de 10.7% en
defecto, frente a la evaluacidan gas cromatogrdafica.

Adicionalmente se obtuvo saponinas gsemipurificadas



en nuestro laboratorina, las mismas Qu2 presentaron un
tenor de Acido oleanslicn d=2 11.74" bhallandose la si-
quiente relacison:

4cido oleanslico % 8.32083 = saponinas.
esta misma relacisdn aplicada A nuestraos resultados,

arroja un tenor de 2.44% de saponinas (=0.286x8.5208).
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INTRODUCCION

La quinua (Chenopodium guinoa, Willd.) es un cultivo

que forma parte del ecosistema andino y ha sido culti-
vada por los campesinos de las altas regiones de los
andes desde la época del Imperio de los Incas (Cardozo,
1976; citado por Augusto, 1979). En la dieta de los po-
bladores andinos de Ameéerica, la quinua fué el reemplazo
prioritario, 0o a veces exclusivo, de las proteinas
animales (Cardozo y Tapia, 1979).

El grano de guinua supera en proteinas a los cereales
mds importantes como trigo, maiz y arroz. Su verdadero
valor esta determinado por la calidad de sus proteinas
(Cardozo y Tapia, 1979).

El hecho de que la planta crezca bajo condiciones de
temperatura y humedad excepcionalmente bajas, en la gque
otros productos no pueden competir (Junge, 1973; citado
par Augusto, 197%9), hace que su cultivo, en las zonas
de nuestro Altiplano principalmente, se presente como
una magnifica alternativa, no solo por el hecho de es-
tar en su ecologia naturaly; sino también, por que camo
consecuencia de ésto, puede convertirse en el instru-
mento para el desarrollo socio—economico de la regidn
{Bacigalupo, 19703 citado por Augusto, 1979).

El factor qgue se aduce como obstdculo para la indus-
trializacion de la quinua es su contenido de saponinas.

Siendo las saponinas las responsables del sabor amarg6
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135 coberturas externas d=1 grano (Bacigalupo, 19270;
citado por Augusto, 1979),se destinan esfuerzos taAto a
nivel genético como industrial para su eliminacian.
Industrialmente, se elimina la saponina por friccian
y/0 lavado; genéticamente, se pretende lograr una quli-
nua libre de saponinas (variedades dulces). La evalua-
cion de ambos esfuerzos se hace necesaria, por lo que
se hace i1ndispensable un métédo analitico cuantitativo
(Bacigalupa, 1970; Norman et al, 1975; citados por Au-
gusto 1272).

Se da el nombre de saponinas (del latin SAPON = jaban)
a un grupo de glicdsidos gque se disuelven en agua y qgue
disminuyen la tension superficial de ésta cuando se
agita, formando espuma abundante y relativamente es-
table. Por hidrodlisis de la saponina se obtiene car-
bohidratos y una aglicona, llamada sapogenina, la cual
puede tener una estructura esteroidal o triterpénica
(Dominguez, 1973).

Las saponinas esteriodales estan localizadas en las mo-
nocotiledoneas vy las triterpenoides son aisladas prin-
Cipalmente de las dicotiledoneas (Dominguez, 1973), ha-
biendose demostrado que las saponinas de quinua perte-
necen a este Jltimo grupo(PAugusto, 192793 Burnouf-Rado-
sevitch, 1984).

El presente trabajo tiemne por aobjetivo proponer un mé-
todao espectrofotométrico para la determinacion de &acido

oleanolico (principal sapogenina de quinua).
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Adicionalmente s2 extrasria v ocurificara parcialmente
sapcninas de quinua para hallar urn Tfactor.,el mismo que
permita expresar Acido oleanslico como saponinizs de

quinua.



II. REVISION DE LITERATURA

2.1.—- LA QUINUA
2.1.1.- Clasificacion Botanica.

Carrea(1953) menciona que la qgquinua es llamada
tambieén: trigo indio a arvrocillo v mijo =en Espaia,

siendo su clasificacion taxcnomica la siguiente:

Retno........0.....Yegetal.

Division (tipo)....Fanerdgamsa.

Clase ..o ...Angtospermas.
Sub-clase..........Dicotiledoneas

Orden .............Centropermales.
Familia...coioeennonen Chenopodaceas.

GeNerQ..e. ... «es...Chencpodium.

Especie. . i.eve s ..Chenopodium quinoa Willd.

Su clasificacion Botanica apareces en VYildoso

(1798) ccmo Chenopodium quinoa Willd., v Narrea (127%)

a3firm3a gque su clasificacion fué hecha por Luis Chris-
tian Willdenow.
£s una oplanta herbacea, anual, de mas de un metro de
altura, cuyo color puede variar desde verde hasta pur-
pura, de hojas alternadas y pecioladas. Pr=2senta inflo-
rescencia vy una espiga de flores hermafraoditas.

Mazzoco y Rietti(1241) asi como Marr=2a(l12746) di-

cen que desde el punto de vista botanico, el fruto es
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an aquenio ', de granos discoides, pequ=fos, de 2 a2 2.5
mm de diametro, con =2mbridén’ anpular de 1.2 a 1.5 mm de
larga. Cornejo{1274) menciona que haciendo un corte

transversal del fruto se puede Oobservar, =2ntre otros,
un  esporito joven y parcialmente desenvuelto con la
pressncia de dos cotiledones.

Gandarillas 2t al(1927%), afirman gue el fruto
(Figura 1) es un agquenio cubierto por el perigonio’ del
que se desprende con facilidad cuando esta seco. El co-
lor del fruto estd dado por el perigonio y se asocia
directamente con el de la planta, de donde resulta que
puede ser verde, purpura o rojo.

El pericarpios del fruteo estia pegado a la sa2mi-
lla, presenta alveolos y en algunas variedades se pue-
den separar facilmente. Pegado al pericarpio se encuen-
tran las saponinas que le transfieren el sabor amargo.

La semilla estd envuelta por el episperma en

forma de una membrana delgada. El embrion esta formado

1

carpio.

=

Aguenio.-Fruto seco, indehiscente y con pericarpio
separado del tegumento de la semilla.
Indehiscente.-Fruto cuyo pericarpio no se abre natural-
mente, al llegar a la madurez, para dar salida a la
semilla.

Pericarpio.—-Parte exterior del fruto que cubre la semi-
lla, en el cual generalmente, se pueden distinguir tres
partes:una externa o expcarpio y otra interna o endo-

Embridn.— Germen o rudimento.

Perigonio.—ET tura de los drganocos sexuales de una
a] 3.
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COTILEDONES
PERISPERMA

EPISPERMA

REGION DE LA UNION
ALVEQOLO

PERICARPIO

RADICULA

FIGURA 1. PARTES DEL FRUTO DE QUINUA.

FUENTE | TAPIA etcl 1979,
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por laos cotiledones vy la radicula y constituye la mayor
parte de la semilla que =nvu=lve al perisperma cgmo un
anillo. El perisperma es almidonoso y normalmente de
color blanco.

Segun Carba))o(l1277), 2]l almidon de la quinua se
halla concentrado en el perisperma del granc, mientras
que en la generalidad de los cereales se encusntra en
el_endosperma.

La quinua puede ser encantrada en las regtiones
que abarcan desde el Canadid hasta el sur de Chile,
tomando nombres diferentes como quinoa o Qquirnua en el
Perd4, Argentina, Bolivia y Chile; 2en Colombia s cono-
cida como suba (Junge, 1273).

2.1.2.- Datos Agronamicos.

——

la quinua es una planta que forma parte del ecosis-
tema andino y por eso es cultivada por los campesinos
d= las regilones altas de los Andes desde la época del
Imperio de los Incas(Cardozo, 1276). Se adapta a otras
latitudes vy altitudes; asi, muestras provenientes de
Bolivia fueron sembradas en Campinas—-Brazil, con cre-
cimiento vy produccion satisfactorias(Rivero, 1241) .
Muestras procedentes del Perd crecieron con mucho suce-—
éo en Africa(Elmer, 1942). En Alemania, la quinua es
‘cultivada como una planta alimenticia(lubsenrn, 1918).
Es una especie gque resiste bien a las sequias,
dando buenos rendimientos con apenas 300 mm de precipi-

tacion anualj; se adapta muy bien a diversos suelos,
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prefiriendo los ricos en potasio vy magnesio(Dendy et
aly citado por Augustoc, 1979).

Una de las principales ventajas agronsamicas por
las cuales la quinua es de interés econdémico, =2s la de
crecer y presentar excelente produccion en sueslos con-
siderados inapropiados para el trigo(Junge; 1973); re-
presentando una gran esperanza en tarminos socioeconsd-
micos para los pueblos que la producen (Bacigalupo, -
19270 3 citado por Augusto, 1279 . Gandarillas(1293)
m2nciona que la importancia econodomica de la quinua
radica en el hecho de que en el Altiplanc Boliviano, =g
el dnico producto que puede cultivarse en forma exten-
siva, y con indices de relativa seqguridad dada sus
condiciaones de extrema sequ=dad.

Segun Rgmero(1283) una serie compleja de factores
han motivado, a traves del tiempao, a una impartante re-
duccion de la produccion de esta quenopodidcea en el
Perd. Asi, en los inicitos de la decada del cincuenta,
la produccison se estimaba alrededor de 50,020 toneladas
métricas (TM) v un rendimiento de 1TM/Ha. En los ini-
cios de la década del sessnta las cifras de la produc-
cidén bajaron a 20,000 TM y la productividad a 800 kg/-
Ha. En 21 setenta, la produccion desciende a 4,000 -
7,000 TM y la productividad a 300 Kgs/Ha, Sit;acién que
se mantiene en la década del B80.

En la Sierra Central y Norte del Perud, la qui-

nua es un cultivo de caracter familiar que se realtiza



en asociacidén caon otros cultivos, asegurando la dispo-
nibilidad en cantidades g=2quesas de grano para uso 4ao-
mestico. El VYalle del1 Mantaro es posiblemente la :zona
donde puede encontrarse extensiones mayores d= cultivo,
hay casos de algunas hectareas que han alcanzado rendi-
mientos hasta de 3 TM/H4&. Asi también, Romero(1983)
afirma que en Colombia se cultiva quinua en el depar-
tamento de Narifo, donde se pu=de obtener rendimientos

de & TM/H3i, sin mayor complicacidn por el uso de insu-

mos.

A pesar de que en la actualidad se conocen mas
de cuarenta variedades de qguinua(Bacigalupo, 1970;
citado por Augusto, 197%9), las mads difundidas por su

rendimiento y cultivo, segin Mujica, 1977 (citado por
Augusto 1979) son:
Sajama: de origen Boliviano, de ciclo vegetativo precoz
(ciento cincuenta dias), de alto rendimiento,
grano blanco y grande, relativamente libre de saponinas
solubles. |
Kancolla: de origen Peruano{Punag), de ciclc vegetativo
largo, grano blanco y medio, con alto tenor
de saponinas solubles, considerada la variedad de mayor
cultivo.
Blanca de Juli:de origen Peruano(Puno), de p=riodo se-
milargo y de buen rendimiento, con pocas sapo-
ninas solubles.

Chewca: de origen Peruano(Puno), can rendimiento requ-
e
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lar casi ningdn tenor de saponinas solubles.

Witulla: de origen Peruarof(Puno), p=2riodo vagetativo
largo, con rendimiento regular vy alto tencr de

saponinas solubles.

2.1.3.—- El Valor Nutritivo de la Quinua.

Fuentes, 1972 (citado por Linn, 1993) analiza
los porcentajes de la constitucién anatédmica del grano
y encuentra que la cdscara constituye wun porcentaje
bajo, de 1.3 a 3%. El germen constituye aproximadamente
2l 25% del grano y contienen 48.3% de proteina vy 28% de
grasa. Con el germen separado y estabilizado, se puede
contar con una materia prima rica en proteinas y acel-
tes.

Este "concentrado' protéico natural serviria de
base para elaborar diversos productos, tales como acei-
tes comestibles, una leche de germen de quilnua con pro-
cesos similares a los usados para obtener leche de soya
Yy para su incorporacieon en farmulas ﬁara LUso infantil
(Linn, 1983).

La porcidn amilacea, 2es rica en carbohidratos
pero pobre en grasa y proteinas (0.7 y 3.4% respecti-
vamente) . La industria cervecera utiliza basta un 20%
de carbechidratos en la elaboracidén de cerveza. Una de
las especificaciones que deben cumplir es contener poco
aceite (inferior a %) vy proteinas que intervienen en
loas procesos de elaboracison de una cerveza de buena

calidad. La porcidén amilacea podrd cumplir con estas



especificaciones y podria constitulir urna buena materia
prima para la industria cervecera, gque en la actualidad
utiliza arroz partido; también podra utilizarse en ga-
lleteria y en _la produccion de pan, almidon, fideos y
otros({Yanrez e Ivarnovic, 1983).

Cardozo y Tapia(l?7%), mencionan que el grano de guinua
supera en proteinas a los cereales mas importantes. Lcs
autores citados reportan la composicidén de los granos
de la quinua (Cuadro 1),

Cuadro 1: Promedio de los valores nutricionales en los
granos de quinua.

Componente Promedio N2 de determi- Rango %
¢ %) nacisnes

Humedad 12.65 58 6H.80-20.70
Proteina 13.81 77 7.47-22.08
Grasa 3.01 &0 1.80- 2.30
Cenisas 3.36 60 2.22- 2.80
Hidratos de

Carbono. 99.74 30 38.72-71.30
Celulosa 4.34 22 1.350-12.20
Fibra G.14 30 1.10-16.32

Linn(1983), citando el cuadro 2, hace las siguien-—
tes precisiones, respecto a la calidad de la proteina
de la quinua:

- La quinua tiene el indice mds alto de los aminoacidos
lisina, isoleucina y treonina, en comparacion con la
proteina patron de FAO.

- En el caso del triptoefamno v la wvalina, 1la prote?na de
quinua representa valores de 20 y 100% respectivamen-—
te en comparacion con la proteina de referencia esta-

establecida por la FAO.



— La proteina

Acidos

bien

proteinas v

- Basado en estos analisis,

nua s altamente apta para ser

U

de la quinua presenta un perfil de amino-

balanceadn,

lo que no s=2

leguminosas de consumo amplio.

encuentra =2n las

se puede decir que la qui-

itncorporada a mezclas

de vegetales y otros cereales por su alto contenido

de proteina bien eqguilibrada.

Cuadro

esenclales de la proteina del grana

2.

Comparacian del contenido

de aminodcidos

de gquinua respecto

a otros alimentos (g/lsg M) .

AMINOACIDOS
Alimento Arg. Fenil. His. Iso. Leu. Lis. Met. Treo. Trip. Val
Trigo 4.0 5.0 1.8 4.2 7.0 2.1 1.2 2.6 1.1 3.9
Maiz 3.5 4.5 2.1 4.4 13.0 2.9 1.8 4.0 0.6 S.t
Arroz 3.3 4.8 1.6 4.5 8.2 3.8 1.7 3.7 1.0 &.7
Avena 6.1 3.9 1.7 4.8 7.0 3.4 1.6 3.1 1.2 3.3
Quinua 5.9 4.5 3.2 3.2 6.3 5.3 2.5 4.3 0.7 5.0
Soya 7.2 4.9 2.4 S.4 7.7 5.3 1.3 3.9 t.a 5.2
Leche 3.2 1.4 2.7 10 5.3 7.9 2.5 4.7 1.6 7.0
Carne b.4 4.1 3.3 3.2 8.2 8.7 2.5 &.4 1.2 5.3
Hueva 5.4 3.8 2.4 8.8 6.5 5.4 3.1 S5.0 1.6 7.4
Pescado 5.6 3.7 --- 5.1 7.5 8.8 2.9 4.3 1.0 3.3
Patran 0. 5.0 0. 4.0 7.0 5.9 3.5 4.0 1.0 5.0
Fuente: FAQ, 19735 citado por Linn, 1983.

Adicionalmente cabria mencionar, que el didme-—



tro de los gramnulos de almidon de la gquinua, es entre
1.5 vy 3 micras gque es menor gque 2] maiz vy trigo con 1

a 23 y 2 a 49 micras (Wolf et al,citado por Linn 1983).
En 21 estudio del aceite de la quinua s=2 encontrs 13

siguiente composicidn (De Bruin, citadeo por Linn,1283}):

Acide OY®ic¢co __ o 48.0 %
Acido Linoléico_ o 50.7 %
fcido Linolénico o 0.8 %
Acidos grasos no saturados O.46 %

La quinua bha sido utilizada para complementar harinas
con buenos resultados. Por ejemplo, una mezcla de 20 %
de guinua y 80 % de trigo, mejora el valor del PER del
trigo en 72% (Mahoney et al, 1273; citado por Augusto,

1272 .

2.2.-L.AS SAPONINAS-

2.2.1.~-Conceptos Generales

Segun Birk (1969), las saponinas son glico-
cldos que estdn presente en una amplia variedad de
plantas. Ellas est&n caracterizadas por su sabor amar-
go, formacion de espuma en soluciones acuosas, asi COmo
por el hecho de hemolizar los glébulos rojos. Son ele-
vadamente tsAxicas para animales de sangre fria. Bu to-
xicidad es reiacionada con su actividad para bajar la
tensian superficial. Aungque el término saponina es
referido a compuestos diferentes en lo que refiere a su
composicién gquimica, ellas son caracterizadas sobre la
base de sus propiedades comunes vy mayormente por la

formacisén de espuma, propiedad de la cual deriva el



termino saponina. El rol de las saponinas en la planta,
no ha sido adn establecido.

FPor hidrolisis completa liberan sapogeninas (aglicones)
y azucares (Hexosas, Pentosas, azdcares 4cidos). (Figs.
2, 3 vy 4). Las saponinas son dificilmente purificadas vy
caracterizadas y a causa de su peso maolécular relétiva~
mente grande (Fig. 3), los analisis sdlo dan fdormulas
empiricas aproximadas.

Las saponinas se dividen en dos grandes gru-
pos de acuerdo a la naturaleza quimica de las sapogeni-
nas : esteroidales (Cui,) o triterpenoides (Cui.) figs. 6
y 7. Las saponinas son de interés a causa de su activi-
dad hemolitica y, en algunas de ellas, por su propieda-
des terapfuticas. Las saponinas en alimentos y forrajes
han sido estudiadas muy poco vy diferentes propiedades
que se le atribuyen no han sido siempre probadas.

Basu y Rastogi (1267) dicen que quimicamente,
las saponinas son glicosidos, las cuales por hidrdlisis
liberan :(A) una o mds unidades de azdcares y (B) agli-
cones libres de azdcares los cuales son derivados de
sistemas de anillos policiclicos y son comunmente refe-
ritdos como sapogeninas.

Dominguez (1973) menciona que se da el nombre
de saponinas (del latin GSAPON =jaban) a un grupo de
glicosidos que se disuelven en el agua vy disminuyen la
tension superficial de ésta cuando se agtita, formando

espuma abundante y relativamente estable. Por hidréli-
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FIGURA 2..Ejemplo de la estructura de una saponina
Fuente:Hiller 1978, citado por Augusto 1979.

HIDROLISIS
0.0H
OH
HO H
OH
FIGURA 3.. Sapogeninag{o genina) FIGURA 4. Azdcares, liberados por
liberada por la hidroli. {a hidrolisis de saponings.

sis de saponinas.
Fuente: Fernandes 1967, citado por
Augusto 1979.
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COOH OH CHyOH
ARALOSIDO A. R 0 0% CHH 28€0,0 )
OH H
cooH CH,OH
0
ARALOSIDO B. R 0 o HO 28¢€0,0
o OH » CH,0H —on
oK
0~ CH,0H
H;
CINCHONA GLICOSIDOQ C. R. wo : 27,28 COOK
H
COOH CHLOH . )
o : 16 21 0X0;23 CHOH:
0 HO : 22 04
ESCINA R. X OH 28-CHZ0COCH-EHCH,
o o H1 OCOCH,
19 on
H
COOH
o
H
oH . '
GLICIRRIZIN R. 0 OOH : 1:C0 ; 29 COOH
{acida glicirrizinico)
oM
OH
CH,0H
H CH,0H
GIPSQSIDO A. R. o H
OH H
OH

FIGURA 5.. Ejempla dela complejidad an la estructura

de saponinas {sustitucion de los hidrogenos
en los carbonos 3 y 28 del dc. oleanolico),
Fuente: Basuy Rastogi 1967.



CH,OH

OH

HO
OH HO H

FIGURA 6.. Ejemplo de saponina triterpénica
Fuente: Hiller 1978, citado por Augusto 1979

CHZOH CH,0H
o}
o] 0 OH
OH H H
HO H
o CHOHQ OH
OH  H o)
0,—o0
- m H
OH

FIGURA : 7 ._ Digitonina, presentada como ejemplo de sapanina
esteraidal.
Fuente : Windholz 1976, cltado por Augusto 1979



s1s d= la saponiras s= o0btie2nen carbohiagratos vy una
aglicorna llamada sapogenina {a cual puede tener una
estructura esteroidal o triterpenriode.

La saponinas esteriodales estan localizadas en
las monocotiledoneas y las triterpenoides son aisladas
principalmente de las dicotileddneas.

Ruzicka(l1?463), citado por Birk(1949), sugirid
analogias en las estructuras entre las triterpenocoides vy
las esteriocdales; el también expresd la hipdotesis que
en las células vivientes la blosintesis de las estero-
idales y de las triterpenocides proceden de un precursor
coman, el escualeno. El mecanismo hipotético sugerido
por Ruzicka se basd sobre conocimientos anteriores, en
los cuales las células vivientes son capaces de sinte-
tizar estercides de moléculas pequeras como Acido
acético. Desde entonces numerosas investigaciones con-
firman la hipdtesis de Ruzicka (Fig. 8)

Birk (1269) mencicna que las saponinas exhilben
ciertas propiedades caracteristicas las cuales son usa-
das para su identificacion y caracterizacion : sabor
amargo, formacién de espuma estable en soluciones acuo-
sas, hemélisis de los glebulos rojos, elevada toxicidad
para peces y anfibiaos y formacidon de compuestos molecu-
lares con colesterol vy aotros hidroxiesteroides. Una
gran variabilidad existe, sin embargo, en estas pro-
piedades, entre saponinas procedentes de varias fuentes

y no todas las saponinas necesariamente poseen todas



CHyCO,H ACIDO ACETICO (C,)

|

O
HOH2C o

l

ACIDO MEVALONICO (Cg)

FARNESIL PIROFOSFATO (Cjs)

S

ESCUALENO (Cso)

1

TRITERPENQICES (Capo) ESTERQIDES (Cp7) ~

FIGURA 8.. Via mds probable para la biosintesis de saponings.
Fuente: Birk, Y (1969).
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estas propiedades.

Saponinas de soya no faorman complejos con el
colesterol; saponinas de Trevaol Ladino no son téxicas
para peces y no hemolizan los glébulos rojos. Sin em-
bargo, saponinas procedentes de la misma planta pueden
variar en la potencia relativa de las diferentes acti-
vidades caracteristicas; por ejempla, saponina de sovya
2, es un fuerte agente hemolisante con una una baja
actividad afrasimétrica (formacion de espuma), sin em—
bargo en la saponina de soya € esta relacion es inversa
{cuadro 3).

Las propiedades lipofilicas e hidrofilicas, tam-
bién camo su actividad superficial y 1la habilidad para
migrar en diferentes medios y para combinarse con este-
roles, son determinadas por la combinacién entre las
sapogeninas y las moléculas de carbohidratas en la mo-
lécula de sapaonina.

Desde que la mayoria de las caracterizaciones fue-
ron hechas saobre extractos de saponinas en vezr de que
sabre sustancias puras, es muy posible que ciertas pro-
piedades las cuales fueron atribuidas a las saponinas,
resulten realmente de materiales acomparantes (coex-—
tractivos). Es pasible, par consiguiente, sugerir que
las propiedades listadas anteriormente, las cuales es-—
tdn 2n Uuso comun para su caracterizacison e identifica-
cion de saponinas, deberian ser wusadas solamente como

indicadores. La caracterizacion finmal y evaluacidn de-



Cuadro 3,
Comportaniento de 135 saponinag frente a los métodos: afrosimétrico, hemolitico, espectrofotométrico.

Procedencia  Saponina Afrosimétrico Hemolitico Espectrofotométrico Fuente
{formacion de espuma)

Trebol lading - - negativo - Birk (1949

Soya soya e baja actividad fuerte agente hemo- - Birk (1969
lizante,

Soya soya ¢ alta actividad bajn égente hemo!i- - Birk (1949

' zante,

Duinua fraccion ¥ negativo fuerte agente hemoli- - Augusto (1979)
lizante.

Quinua fraccion ¥ baja actividad bajo agente hemoli- alto coeficiente  Auguste (1979)
lizante de extincion

Nomenclatura:

"=""1 ng reportado

Negativo: por ejemplo, en el caso de las saponinas del trebol ladino, significa que no hemolizan los globulos
rojos

B



beria ser relacignada con andlisis de composicion gui-—
mica(Birk, 19279).

Augusto (1979), trabajando con fracciones de ex-—
tractos de saponinas de guinua, en la evaluacioén de
tres métodos: afrosimétrico (formacison de espuma), he-
molitico (ruptura de glébulos rojos) v espectrofotomeé-
trico; encontros que fracciones con cero milimetros de
formacisn de espuma arrojaban 21 mas alto porcentaje de
hemélisis de glabulos rojos de las siete fracciones
analizadas. Esta falta de correlacién también se pre-
sento entre 2! m&todeo espectrofotométrico con el afro-
simétrico y con el hemolitico. Asi, el mds alto coefi-
ciente de extincion (E'7", .., 470nm) presentd una de las
mas bajas alturas de espuma, asi como un bajo paorcen-
taje de hemolisis (cuadro 3).

Cabe mencionar que 21 método espectrofotométrico
utilize el reactivo de Lieberman-Burchard para la for-
macion del color, no siendo este reactivo especifico,
sa espera que haya reaccionado con coextractivos pre-
sentes, los mismos que no fueron eliminados por adicio-
nales procedimientos de limpieza (Augusto, 19279).

Respecto a la actividad hemolitica, Segal et al
(1966) propusieron que el aglicon de las saponinas, es
decir las sapogeninas, son 2! factor esencial en la
determinacién de las propiedades hemoliticas de las
sapaninas. Esto lo determinaron esterificando, tanto

saponinas como sapogeninas de Styrax Officinalis L. las
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cuales presentaron una elevada actividad hemolitica a
iguales concentraciones molares.

En posteriores i1investigaciones, 21 mismo Segal
et al (19270), trabajando con saponinas esteroidales vy
triterpencides, encontro un significativo incremento de
la actividad hemolitica cuando la funcién ester intro-
ducida en la sapogenina es neutral. Los ésteres con un
grupo polar extra, (OH o COOH) como por ejemplo los
succinatos, siempre exhiben un decremento de la activi-
dad hemolitica en comparacién con los correspondientes
esteres simples. Asi fué establecido gque la presencia
de un grupo OH o COOH en las partes Acidas del sster
inhiben la hemdlisis. Esta inhibicién puede ser salvada
por acetilacion & metilacion de los grupos OH o COOH
respectivamentz. Parece que no 2s la introduccidn de un
grupo ester el que incrementa la hemdlisis, sind la re-
mocieon del grupo polar. Sapogeninas unidas a grupos
polares, la esterificacidén de uno de ellos, no importe
cual, 1ncrementan la hemdlisis, mientras que el bloqgueo
del segundo grupo reduce este efecto.

Templeton, 19589 (citado por Augusta, 1979) mencio-—
na que las saponinas triterpénicas poseen un esqueleto
de mas de treinta dtomos de carbono, generalmente pent-
aciclicos pudiendose encontrar en cuatro series:

a) Serie del Oleanano (A-Amirina), b) Serie d=1 Ursano
(x—-Amirinal), c) serie de lupano u hopano y d) Otros ti-

pos de esqgueletos. Segdn Basu y Rastogi(1267), repaortan
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la estructura de A-Amirin, «—-Amirin y el Lupeol (Fig.-—
?); asi mismao, mencignan que las geninas derivadas de
A-Amirin son innumerables en variedad y frecuenctia, %
el 4cido oleandlico parece ser el compuesto predominan-
te en la naturaleza. Las geninas, las cuales han sido
caracterizadas se representan en la Fig 10, Asi mismo,
se presenta una lista de las saponinas cuyas estructu-
ras han sido elucidadas. También, se muestra la estruc-
tura de las saponinas va identificadas{(Cuadro 4).
Por otro lado se ha demastrado que la principal sapoge-
nina de quinua es el 4cido ol=ansdlico (Augusto, 1979 y
Burnouf-Radosevitch 1984). Su identidad, junto con la
de otra sapogenina, la hederagenina (Figura 1), ha
sido confirmada por espectrometria de masa (Meyer et al
1983, citado por Burnouf-Radosevitch 1984), estando presente
no s9lo en las semillas de quinua sino también en las
raices de esta planta (Burnouf-Radosevitch y Paupardin,
1283).
2.2.2 - Acido Oleandlica

Las figuras 12 y 13 muestran la formula desa-
rrollada vy semidesarrocllada del 4cido oleandlico. En
The Merck Index (19&8), se reporta lo siguiente :
acido 3R8-Hidroxiolean-12-en-28-0icc; Oleanol; Cariophi-
Ilin., ChueHu04; peso molecular 4354.71. Se encuentra en

estado libre en hojas de 0Olea euraopea, en Myrtaceae

(zlavo de olor) y en Swertia japonica (Maxim). Camo

acetato en corteza de abedul, como glicdsido en muchas



p-AMRINA

B

oC—~ AMIRiNA

FIGURA 9.. Geninos que sirven como base para

la clasificacidn de las saponinas triter.
pénicas: o) serie del deanano( B-amirin); b) serie
del ursano { =-amirin} y c) serie del fupeol.

Fuents ;| Basu y Rastogi 1967.

ACIDO ACACICO

"ACIDO ARJUNOLICO

R, - BARRIGENOL

BARRINGTOGENOL
{*Rz-barrigenol)

ACIOO BARRINGTOGENICO

BARRINGTOGENOL €

BARRINGTOGENOL O

ACIDO BASSICO

ACIDO CINCHOLICO

- CICLAMIRETINA O

ACIDO ECHINOCISTIGO

ESCIGENINA _

ACIOO GLICIRRETICO

GIPSOGENINA

HEDERAGENINA

ACIOO MEDICAGENICO

ACID0_OLEANOLICO

PROTOESCIGENINA

ACIDO POLIGALACICO

PHITOLACCAGENINA

SOYASAPOGENOL A

SOYASAPOGENOL 8

SOYASAPOGENOL €

GENINA ESTIPHNODENOROM 8

GENINA ESTIPHNODENOROM F

16,21-0H; 28. COOH
2-0H; 23- CH,0H; 28-COOH
15,16 -OH; 27, 28-CHz0H
2-OH; 23,28-CHOH

2-OHj 23,28-COOH
16,21,22-0H; 268- CHOH

22-0H; 16~ 210X0; 28-CHOH
2-0H;23-CH20H; 28-COOH; 431
27,28-COOH

16-0H; 2%5-CHO; 28-CHz0H
16-OH; 28-COOH _

22-0H, 16—+ 21 0X0; 23,28~ CH0H
11-CO; 29-COOH *
23-CHO; 28- COOH

23-CH,0H; 29-COOH

2-0H; 23,28-COO0H

28-COOH

16,21,22-0H; 23,29+CH0H
2,16-0H;23 - CHz0H; 28- COOM

2-0H; 23- CH,0H; 28: COOH;29-COOCH,

21,22-0H, 23- CH0H4
21-0KH; 23 - CH0H
23-CH,0H; 4z

21— 28 LACTONA

2-0H; 20— 28 LACTONA»

FIGURA fO._ Ejemplo de sapogeninas {0 geninas) que han sido
carocterizadas en la naturaleza.

Fuente: Basu y Rostogi 1967
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SUSTITUYENTE

NOMBRE

: 6 23 24 28 30
B-AMIRINA H CH, CH; CHy CH,
ACIDO OLEANOLICO  H. CH, CH, COOH CH,
ERITRODIOL H CHy CHy; CH,OH CH,
GIPSOGENIN H CH, CHO COGH CH,
ACIDO ECHINOCISTICO OH CH; CHy COOH CHy
HEDERAGENINA H  CH;OH CHy COOH CH,

ACIDO QUERETAROICO H  CH, CHy COOH CH,OH

FIGURA 11 Sapogeninas que han sido caracterizadas en quinug:
Ac. Oleandlico y Hederagenina.
Fuente: Bournouf y Delfel 1984.

30 29
H5C CHy

c

H,Ci9 2ICH,

CH CH 22¢H,
) 8
H,¢ " 3¢ 17¢C
]
23 . CozH
CHy CHyCH 14 C 16CH,
! 4 4 1)
HaC2 10 8 CHy CH,
R
CHy

"HOHC3  3CH  TCH,

4

¢ scH,
23N\ 24
H:C - CHy
FIGURA 12 Acido oleanalico (férmula FIGURA 13 Acido Oleanolico (férmula
’ ) desarroliada) . semidesarrollada),
Fuente: Simonsen y Ross 1957 Fuente: Fernandes 1967, citado por Augusto

1979.



CUADRD 4
Procedencia y estructura (geninas y azucares) de sapeninag encontradas en la naturaleza,

PLAKTA SAPONINA GENINAS ¥ AZUCARES

Aesculus hippocastanun ESCINA, CRIST., PROSAPOGENINA —> Escigenina

(castana de caballo! n.p.224°
CRIPTOESCINA A {MEZCLA DE ESCINA, METIL ESTER DE ESCINA Y COLESTERQL)
y B
ESCINA PROTOESCIGENINA + ESCIGENINA + ESCINDINA
(PRESENTE COMO SALES DE LOS ACIDOS ANGELICO o TIGLICO)
th-qlc,+ D~kil + D-glc. LA,
Aralla manchurica ARALOSIDO A ACIDO OLEANOLICO +qlc,UA + D-glc. + L-ara,
fralia elata n.p. 193¢
ARALOSIN0 B ACID0 OLEANQLICO + glc.UA + glc.+ 2 ara,
m.p.230°
ARALOSIDO C ACIDO0 OLEANOLICD + gle.UA + gle, + Hil, + qal.
Centella asiatica Syn,, ASIATICOSIRO ACIDO0 ASIATICO + 2glc. + ra

Hidrocotillo asiatica
(variedad nadagaspar!

Cinchona Calisaya GLICOSINO A ACIDO QUINDVICO + & deoxi - glutosa
{quinavinal {quinavosa)
GLICOSIDO0 B ACIDO QUINOVICD + D-glc,
GLIC0S000 C ACIDO CINCOLICO + & deoxi-glucosa
Glycyrrhiza glabra y GLICIRRIZIN (acido ACIDO GLICIRRICETICO + 2glc.UA
otrag especies Glicirrizinico)
Gypsophila pacifica GIFOSIDO GIPSOGENIN + D-glc. + D-gal, + D-ara. +

L-ara, + D-fuc, + D-gle,UA + 30-Kil

Abreviacioness glc.= glucoss, fru,= fructuosa, gal.= galactosa
ara,= arabinosa, fuc.= fucosa, xil.= xilosa, ra,= ranmnosa,
glc.UA = dcido glucoronico, amorf,= anorfo, crist,= cristalina,
FUENTE: BASU Y RASTOGI, 1947



saponinas: Simonsen (1237). Insoluble en agua; soluble
en &3 partes de eter, 105 partes de alcohol al 235%, 33
partes de alcohol de 95% en ebullicisn, 118 partes de
cloroformo, 180 partes de acetona, 235 partes de meta-
nol.

Por otro lado Kernan (1984), reporta que obtu-
vo el Adcido oleandlico por una extraccion en etarol al
80% (bajo reflujo por 3.5 hrs) de harina de kochia,
aunque también podria obtenerse a partir de quinua mo-
lida y de raices de alfalfa. tLos solventes fueron remo-
vidos en rotavapor y el residuo tratado con wuna solu-
Cion de etanonl al 30% de d4cido clerhidrico. Las sapo-
ninas crudas fueron hidrolizadas a reflujo por 3 horas.
La mezcla de la reaccidon fué diluida con agua destila-
da, filtrada y =21 oprecipitado lavado con agua. El pre-
cipitado fué decolorado 2 veces con carboen activado por
reflujo con etanol absoluto y el precipitado recuperado
por tratamiento del filtrado <con 10% de HCL v lavado
con agua. El 4cido oleandlico impuro puede ser purifi-
cado por varias recristalizacinnes en metanol.

2.2.3.- Propiedades
2.2.3.1.- Fisicas.

Estos heterdsidos se caracterizanm por un
conjunto de propledades fisicas. Asi mismo, pueden ser
salidos, blancos o amarillentos, generalmente amorfos;
su cristalizacién es muy dificil, pudiendo ser dis-

persos en agua vy formar soluciones dificilmente dia-



lizables (Fernandes, 1%47; citado paor Augusto, 1979).
lLas propiedades, tales como poder emulsifi-
cante, capacidad de formacian de espuma en soluciones
acuosas, permeabilidad de las membranas, son debidas a
la alta tensién superficial de las soluciones acuosas.
lLa solubilidad de estos compuestos aumenta 2n solucio-
nes diluidas de alcoholes; tales como metilico, etili-

co, butilico (Fernandes, citado por Augusto, 1979).

2.2.3.2.- Quimicas.

LLas saponinas pueden ser precipitadas par-
cialmente en soluciones de Hidroxido de Bario, Hidré-
x1do de Magnesio, Acetato Basico y Neutro de Plomo o
s2r saturadas como soluciones acuosas de sales como
Cloruro de Sodio, Sulfato de Amonio y Sulfato de Mag-
nesio (Fernandes, 1967, citado por Augusto, 197%9).

Las caracteristicas Qque han sido estudiadas des-
de el punto de vista quimico vy fisico—quimico, saon las
lipofilicas, las hidrofilicas tenso activas, la capaci-
dad de migraciéon en diferentes medios, la combinacian

con esteroles (Birk, 1969).

2.2.3.3.- Biolagicas.

LLas saponinas han sido involucradas en la pa-
togénesis del hinchamiento de rumiantes por alteracian
de la tensidén superficial y asi contribuir a la "espuma

de hinchamiento" por el entrampamiento de innumerables
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Cuadro 3 Propiedades y usos de las saponiras en general.

Fisicas

Afrosimetricas (forma-
cioan de espuma en so-
luciones acuosas, sa-
bor amarga, emulsifi-
cante, baja la tensiagn
superficial, solubles
en alcohol diluido.
Sustancias solidas
blancas o amarillen-
tas, generalmente a-
morfas, de dificil
cristalizacison, forma
soluciones dificilmen-
te dializables.

Quimicas

Forma coeompuestos con
colesterol e hidroxie-
staroides. Estabiliza-
dar de emulsiaones.
Agentes espumantes &
detergentes {ventaja
frente a los detergen-
tes comerciales). Pro-
tector de coloides en
secado por atomizacian
de saborizantes(igual
comportamiento que la
goma arabigal). UeEili-
zadas en bebidas por
su efecto espumante.
Precipitan parcialmen-
te en soluciones de
hidraxide de Bario, de
Magnésio, acetato ba-
sico y neutro de plo-
ma.

Bialagicas

Hemdlisis de los glo-
bulos rojos in vitro,
toxicas para peces vy
anfibios. Antiinflama-
tarias, antibigdticas,
antineoplasicas, car-
dioestimulantes, anti-
conceptivas, antinu-
tricionales, antihel-
minticas in vitro,
antilipénicas, baja
los niveles de coles-
terol, ‘toxicas cuandao
s2 administran con
drogas, detoxificantes
(de estricnina en ra-
tones), insecticidas
termiticidas, deprimen
la proliferacian de
levaduras, inhiben en-
zimas proteoliticas.
Previenen el efacto
adverso de los corti-
coides. Contra la le-
pra, para el trata-
mienento de dJlceras
gistricas y dermati-
tis. Promueve la ger-
minacion de semillas a
bajos niveles vy los
inhibe a altaos. Con-
tribuye con la "espuma
de inchamiento” de los
gases de fermentacison
en la patogénesis de
rumiantes, fungistati-

ca, depresion en la
produccion de hu=2vas y
en la velocidad de

crecimiento de pollos.



burbujas de los gas=s de fermentacicen a traves de ali-
mentos ingeridos (MaCandlish, 1937; Olson, 1244 y Quin,
19433 citadaos por Birk 1969)., Otros autores han mencio-
nado que las saponinas tiemen propiedades antiinflama-
tortias (Lallouette et al 19693 cltado por Augusto,
1972), antibioticas (Schlosser, 1974; Wolters 194685 ci-
tados por Augusto, 1979), antineoplasicas (Pettit 19763
FPowell 197635 cltados por Augusto, 1979), cardiocoestimu-
lantes (Sokaolov, 1971 citados por Augustn, 1979,
anticoncepcionales(Cheke 1975 y Cho, 1977; citados por
Augusto, 1979). Ghosal et al(1981) tambiéen menciona que
una saponina triterpénica aislada de Justicia simplex,
la designada con el nombre Acido ol anelico-3-0-R3-D-
glucopiranosil-4-0-ferrulate puede ser un potente age-
nte antifertilizante. La Literatura también menclona a
las saponinas como sustancias antinutricionales(Cheeke,
19715 Wasiky, 1943; Walf, 1969; Birk, 1963; citados por
Augusto, 19279). Cabe reiterar lo que menciona Birk,
(12632): "desde que la mavyoria de las caracterizaciones
de saponinas fueron hechas sobre @xtractos de saponinas
en vez de que se haya hecho sobre sustancias puras, es
posible que ciertas propiedades las cuales fueron atri-
buidas a las saponinas resulten de sustancias acompa-—
rnantes’.

Basu(19&87), menciona que las saponinas,en
general, bajan la tension superficial y poseen propie-

dades emulsificantes, ello tiende a alterar la permea-
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bilidad de la pared celular y por lo tanto ejerce una
toxicidad general sobre todo los tejidos organizados.
Su actividad bhemolitica y antilipémica (Lipemia = pre-
sencia de dgrasa 2n la sangre) y su capacidad de bajar
los niveles de colesterol en 2]l susro pueden ser consi-
deradas como una de sus caracteristicas mds importan-—
tes.

Bas4(19467), menciona que aungue la mayoria de
las saponinas son pobremente abs rbidas en el tracto
digestivo, esta aparentemente establecido que la ad-~
ministracion de al menos algunas de ellas simultanea-
mante con drogas incrementaria la absorcidén de las ul-
timas en el intestino. Ciertas saponinas exhiben pro-
piedades especificas, algurnas han sido tratadas como
insecticida y siendo no téxicas para humanos y anima-
les, éstas pueden ser usadas como polvos, emulsiones o
en forma de solucidn. El efecto antihelmintico in vitro
de ciertas saponinas fueron buenos, pero éstos no po-
drian ser usados debido a su marcada irritacisen de la
mucosa. La saponina de Kalopanax de remalcable accian
termiticida es responsable de la resistencia a las ter-—
mites de la madera. Las saponinas de Altriplex promue-
ven la germinacion de las semillas a una concentracion
de O0.1% ;3 pero actua como un inhibidor a los niveles de

1.5%. La saponina de Pittosporum deprimis la prolifera-

cidon de levaduras.

La habilidad de la saponina para reducir la
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tension superficial a sido utilizada para hacer estabi-—-
lizadores de emulsiores y los resultados han sido caom-
parados con las sales de los 4dcidos grasos. Las sapo-

ninas de Ruscus aculeatus han si1do presentadas como

agentes espumantes o caomo detergentes. Sus poderes hu-
mectan y accian detergente ha sido comparada con deter-—
gentes comerciales y resultados favorables han sido ob-
tenidos. Su uso como protector de coloides en secado
por atomizacison de materiales saboarizantes en polvo han
sido investigados y se ha establecido que es igual a 1la
goma arabiga. Algunas saponinas han sido empleadas en
b2bidas para producir un efecto espumante.

Las saponinas han sido evaluadas clinicamente.
fsiaticoside ha sido reportada con remarcado efecto
curativo contra la lepra. GLYCYRRHIZIN (Acido glici-
rrizicao) ha sido usada en el tratamiento de dlceras
gastricas y dermatitis: Las saponinas reducen la hiper-
colesteremia y su accion mineralocorticoide glucocor-—
ticoide, asi como su efecto antiinflamatorio, ha sido
establecido sin lugar a duda. Presenta propiedades hi-
pertensivas vy efectos detoxificantes en ratones enve-
nenados con Mitrato de estricnina.

Birk, 1963 (citado por Gestettner, 1263) men-—
ciona que las saponinas de soya puaden inhibir, in vi-
tro, ciertas enzimas proteoliticas.

Kadata 2t al(l1981) aisla saponinas y menciona

que previenen el efecto adverso de los corticotides.



2.2.4 Métodos para la identificacian y determinacian
cuantitativa de saponinas y de 4&cido alzanalico.
2.2.4.! Caonsidaraciones Generales.

Birk, (12489 menciona que los métodos para la
deteccion, identificacion y determinacidon cuantitativa
estdn basados 2n sus propiedades caracteristicas, nor-
malmente su actividad hemolitica y habilidad para for-
mar espuma estable en soluciones acuosas.

El hecho de que el aglicén de la mol#cula de
saponina 'es uno u otro, triterpeniode o esteriocdal,
sirve de base para para las reacciones caracteristicas
de color con reactivos tales como Liebermann—Burchard
(una mezcla de acido sulfdrico vy anhidrido acético) v
ShCly o SbCl.,. Desde que estas reacciones son mas bign
de una bajarespecificidad, reacciones de color positi-
vas pueden ser llevadas a cabo con otras sustancias que
no son sapbninas, especialmente cuando se tienen pre-
paraciones crudas, s decir, con la presencia de coex-
tractivos. Es por lo tanto esencial el uso de varios
criterios para la identificacieon de una sapaonina. La
determinac}én de la composicién gquimica de una saponina
por el analisis de la molécula del carbohidrato y del
aglicon, procedentes de los hidrolizados &cidos, es el
metodo ma&s seguro para la identificacion y definicion.
Ello puede realizarse por andalisis de la cromatografia
de papel y gas, por reacciones de los grupos qQuimicos

especificos, y por espectros de absorcidn ultravioleta
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(uv) e infrarojo (IR, también como por Resonancia
Magnetica MNuclear (NMR) caracterisﬁicas para las tri-
terpeniodes y esteroidales.

Ségun Gestetner et al (1966) en una fraccion
de saponinas de sovya, la denaominada fracciéenm e, se ha
encontrado una relacion 3:1 (p/p) relacion sapogenina/-
azdcar, lo que equivaldria a wuna relacion molar 1:1
Esto permitiria inferir el tenor de saponinas mediante
un factor, el mismo que multiplicaria a las sapogeni-
nas. Esto, 2smpleando la determinacion de sapogeninas en
harina de soya caemo un metodo equivalente para la de-
terminacison de saponinas en general. El método e hidra-
lisis utilizado, fué reflujar una suspensison de harina
d=2 soya desgrasada en 1IN de H»S50., en dioxano—agua(l:3)
por 8 hrs, sequidas por la extraccion de la sapogenina
con eter, cromatografia sobre oxido de aluminio vy la
posterior determinacion con el reactivo Lieberman—-Bur-
chard. Es de esperar que el método sugerido para la de-
terminacién de saponina de soya, sea también aplicable

a la saponinas de otras fuentes.

2.2.4.2.- Deteccisdon e Identificacian.

Birk (19&89), en su revision de literatura men-—
ciona que el sabor amargo, formacidn de espuma estable
en soluciones acuasas, la habilidad de hemolizar los
glabulos rojos v producir la muerte de anfibios y peces

en soluciones muy diluidas son propiedades en las cua-
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les se basan los metodos de identificacion y deteccion
de saponinas.

Como se ha discutido anteriormente, es mas conve-
niente la identificacion, deteccidn vy cuantificacidn
por la evaluacidn de las saponinas en si, que por sus
propiedades, no solo por el hecho de que la obtencisdn
de saponinas puras =2s dificil y las propiedades que se
le podria atribuir a éstas podrian deberse a materiales
acompanantes (coextractivos); sino que, estas propieda-—
des se ven afectadas por factores de pH (en la forma-
cion de espuma), presencig de grupos polares como OH vy
CO0H (que afectan la hemdlisis) y que en términos gene-
rales no ha habido una buena correlacion entre dos de
los metodas mas conocidos que aprovechan sus praopieda-
des, camo son el afrosimétrico y el hemolitico.

Respecto al sabor amargo, Abela, citada por Za-
valeta et al(l1982), realizd un estudio para determinar
el minimo detectable de saponinas en la gquinua y en sus
productos. Este minimo detectable ha sido determinado
para el caso de 1a guinua "real”" en un rango de 0.06 a
0.12% en base seca, mediante las pruebas de andlisis
sensorial. Cabe indicar que Abela y JZavaleta, hacen
este estudio en el marco de los proyectos Andinos de
Desarrollo Técnologico, en un esfuerzo conjunto para el
desarrollo de una tecnologia de desamargado de la qui-
nua, vy es muy probable que 1los tenores de saponinas

entregados al panel de degustacion hayan sido determi-
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nados por un metodo volumetrico desarrolado por Zava-
leata, et al(1982) el cual preasenta algunas limitaciones
que se discutirdn mas adelante.

Birk (19469), menciona algunos métodos para la
separacion, no solo de los coextractivos de las saponi-
nas, sind de las saponinas entre sij es decir, de sus
congéneres. Laos metodaos de separacion (de coextractivos
y cangéneres), generalmente son basados en la cromato-
grafia en capa fina y los métodos de deteccion se rea-
lizan generalmente por reaccidnes quimicas o, en menor
medida, aprovechando sus propiedades fisicas como su
poder hemolitico. Asi, Birk(196%2) menciocna que las
separaciones cramatograficas sabre papel fueron hechas
por Pasich en 1961, y las de capa fina, par Van Dweren
en 19262, para la deteccian de saponinas en extractos
crudos, lo que permitiéd una caoncentracian parcial vy
separacian de saponinas y remocison de sustancias acom-—
panantes. Diferentes métodos de revelado han sido em-
pleados para su identificacidn sobre los cromatogramas.
Asi, Coulsaon (1938) usd el reactivoe Carr-Price (una
solucidn saturada de tricloruroc de antimanio en cloro-
formo), Van Atta y Guggolz (19538) el ractivo de Lie-
bermann—Burchard. Pasich(1?51), en un segundo documento
cientifico, establecio gque un 25% de solucion etandlica
de aAcido fosfotdngstico fué mds satisfactoria, mientras
que Kazerovskis(1242) reporto que una suspension de

sangre—gelatinalgel) fue muy JGutil en la deteccison de



saponinas sobre cromatografia en pgapel.

Huavuan et al(1981), trabajando con un metodo
colorimatrice, previa purificacion y separacisn de las
saponinas por cromatografia en capa fina, lccalizé las
saponinas caon vapores de Yode, rasps las bandas corres-
pondientes a las saponinas y las hizo reaccionar con
una solucion recientemente preparada al 3% de vainillin
en Acido acético y 0.8 ml de Acido perclorico, siendo
la mezcla calentada en un bafo de agua a 460°C por quin-
ce minutos. Posteriormente enfriada, se adiciond 3 ml
de 4cido ac#2tico glacial, s=2 mezclo bien la solucian,
se centrifugs y la solucidn sobrenadante fué leida

colorimétricamente a 360 nm frente a un blanco.

2.2.4.3.~- Determinacien Cuantitativa de Saponinas y de
acido oleanalico.

La saponina de estruttura gquimica triterpé-
noide, semejante a las saponinas de quinua, han sido
eaxtraidas con metanaol:Agqua, eliminado el metanol y ex-
traidas del medio acuoso con cloroformo:butanol(Graomova
et al, 1981). Asi mismo, la extraccidn de saponinas de
medios acuosos Aacidos, se . ha realizado con una mezcla
cloroformo:butanol (Honerlagen y Tretter, 1979). Estos
tratamientos no permiten la eliminacien caompleta de
coextractivos vy, desd= el momento que los reactivos
para la formacion del color no son especificos, se hace

necesaria una purificacion suplementaria. Es asi, que
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haciendo uso de la cromatografia en capa fina se aobtie-
ne no sdélo la eliminacidon de coextractivos, singd tam-—
bién la separacian individual de saponinas (Pasich,
1963 y Huavyuan st al, 1981).

El 4cido oaleandlico es la principal sapogenina
de quinua {(Augustao, 1979, Burnouf-Radosevitch y Delfel,
1984) y este hecho sumado al que a 1la fecha no se ha
elucidado la estructura quimica de alguna saponina de
quinua que podria servir caomo standard, conduce a la
alternativa de cuantificar saponinas en forma indirecta
mediante el uso de un factor, el cual transforme a
saponinas, el &cido oleanslico, el mismo que ha sido
cuantificado previamente.

Este factor de transformacion se puede encontrar a par-
tir de saponinas puras, las cuales se hidrolizan y se
determina el tenor de acido oleansdlicao, de tal modo que
se tendria:

Saponinas =(f)x{Acido Oleansdlico); "“f" es el factor de
transformacidon. Esta misma expreslién se podria expresar
2n porcentaje; asi, Augusta (1979) encantrad la siguien-—
te relacion:

% sapaninas = 42.4403 x 4 Acido Oleanolicao.

Esta expresion fué determinada a partir de extractos
crudos de saponinas; es decir, sSaponinas semipurifica-
das, en las cuales hay presencia de coextractivos y por
lo tanto el factor podria ser sobrevaluado. Este inten-

to de cuantificar saponinas mediante 4cido oleandlico
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sera de maver trascendencia en la medida en que el
factar hallado sea a partir de saponinas puras.

La i1dentidad de=l 4cido oleanolico, junto con la
de otra sapogenina: La hederagenina, ha sido confirmada
par espectrometria de masa - (Meyer et al 1983; citado
paor Burnouf-Radosevitch y Delfel, 1984) estando presen-
te no solo en los grénos, sinoe también en las raices de
la planta de quinua (Burnouf—-Radasevitch, y Paupardin
19233) .

Por otro 1ado, existe un método(Figura 14) para
cuantificar Acido oleansalico por cromatografia de gas
{previa formacion d=2 su trimetil silil ™S dEﬁivado)
para posteriormente inferir el tenor de saponinas me-
diante un factor, el mismo que fue obtenido a partir de
saponinas semipurificadas (Augusto 197%). La dificultad
radica en obtener una mezcla de saponinas de elevada
pureza, las mismas que nos permitan inferir el tenor
real de saponinas.

Otro analisis cuantitativo por cromatografia de
gas(GC) ha sido llevado a cabo, mediante la volatiliza-
cién de Acido oleanalico por formacion de su metil
ester derivado con diazometano (Fernan et al 1973).
También, sapogeninas de quinual{icido oleandlico y hede-
rageninal) han sida analizadas por cromatogarfia liquida
de 2levada performance(HPLC), sin necesidad de deri-
vatizacion (Burnouf-Radosevitch y Delfel 1984).

Adicionalmente a los métodos mencionados, existe
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FIGURA 14 FLUJO PARA LA DETERMINACION DE ACLOO OLEANOLICO [A.0) POR

CROMATOGRAFIA DE GAS (GC).

QUINUA (100gr)

TAMIZAR ( 40- 60 mesh)
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I0gr{£0.Img.de A.Q)
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|
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|
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n-g8uOH 80%: EtOHBO% e

(1:15%)
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H»SO4. 12N, 20ml. ———
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({bado de arena 110°Cx1.5hrs.)

ENFRIAR
(°t ambiente)

HCCly
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®
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3
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FUENTE . AUGUSTO (1373,



un  métcdo vaolumétricao de requerimientos sencillos en
cuanto a reactivos y equipos, gu= titula con hidraxido
de sodio los extractos liposolubles de sapaogeninas di-
su@ltas en alcohol de &4 (Zavaleta et al, 1982). l.a di-
ficultad de este metodo radica en que es paco notorio
2] virage del indicader de fenolftaleina, no saloc por
el hecho de que tanto la scda camo la fenolftaleina,
siendo hidrosaolubles no tienen difusibilidad i1nmediata
estando en un medio liposoluble; sino por 2l hecho de
qua el viraje, adicionaIMﬁ”;e,' es encubierto por los
pigmentos presentes.

A esto se agrega que la soda no salo valoraria
el Acido oleandlico; sinao también, otras sapogeninas de
caracter acidao, como la hederagenina, asi como posibles
coextractivos gque también presenten caracter Aacida.

En  términos comparativos, entre 21 métaodo
volumetrico y 21! gas cromatografico, este dltimo pre-
senta ventaja, no sdlo par los inconvenientes que se
menciond para el primer método; sind, par que el método
gas cromatografico permite la separacidn individual de
sapogeninas para la cualificacisn del acido oleandlico
v su posterior cuantificacion, pocr lo gque fue elegido
para la evaluaciaon de la exactitud del presente método
espectrofometrico.

Por otro lado, Honerlagen y Tretter H.(197%)
reportan un método espectrofotométrico para la determi-

nacion cuantitativa rutinaria del total de saponinas en



Ul
{9}

Raices de Ginseng Panax v =2xtractos, 2n 23t2 matodo, noO
s2 analiza acido ole=anslico por lo gque no se procade a
hidrolizar las saponinas (Figura 13).

Respectb a la hidrslisis, en analisis cuanti-
tativos de saponinas triterpénicas, el medio usado ha
sido dioxana: agua (Kernan et al, 1973 vy Cundif 19&4);
es el gque segdn algunos autores(Larry et al 1270 y Cun-—
dif {964) proporciorna las mejores condiciones. Este
mismo medio ha sido usado por Augusto(l19279) en el caso
de la hidrolisis de saponinas de qQuinua, las cuales
fusron tratadas con 12N de 4cido sulfdrico en un siste-
ma dioxano:agual(l:l) por 1.5 hrs, para extraer las sa-

pogaeninas posteriormente con cloroformo.

2.2.4.3.1.- Sililacioan.

Este término se mencions anteriormente en el metodo
descrito por Augusto(197%) para la cu;ntificacién de
Acido oleandlico.

La Applied Science Labaoratoriss Inc.(t277), dice
al respecto: La Trimetilsililacidn es el procesc donde
un atomo de hidrégeno activo en una molécula, es reem-
plazado por un grupo Trimetilsilil —-Si(CH.,). ("TMS").
Todos los compuestos contenliendo grupos hidroxilos
(-0H) , amino (-NH_.,,~NHRY, v sulfidrilos (-5SH) pueden,
2n teoria, ser Trimetilsililados. Los derivados resul-

tantes son generalmente mas wvolatiles que sus compues-

tos originales y poseen mayor estabilidad térmica. Es-
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FIGURA 15.. FLUJO PARA LA DETERMINACION CUANTITATIVA RUTINARIA
DEL TOTAL DE SAPONINAS EN RAICES DE GINSENG.

GINSENG
mezcla: Me OH. H,Q———
OAN HCI saturado (1.1;%)
. H
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(2 fases) SEQUEDAD
HCl 01N ————
—— yfase orgdnica —
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FUENTE | HONERLAGEN Y TRETTER(1979),

enfriamiento con corrienta

de agua fria y sa deja reposar dos hrs. £l JcOH es
glacial y el Hp SO4 concentrado, ambos reachivos

con una pureza = a 96%
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tas propiesdades han permitido =21 amplic emples de tri-
meftiisilil derivados en la czromatografia de gas.

El reactivo mds ampliamente usado para la Trime-
tilsililacidon de grupos bhidroxilcs son combinaciones de
hexametildisilasano (“HMDS") vy clorgtrimetilsilano
("CTMS"), en solventes tales como piridina, M-N-dime-
tilformamida y dimetilsulfdxido.

El N, 0-Bis(Trimetilsilil) acetamida ("BSA") es
un  reactivo trimetilsililante potente para ambos gru-
ons: hidroxil vy amino. Es también un excelente solvente
para comnpuestos polar=2s. Un compuesto relacionado, N-
(trimetilsilol) acetamida("TMSAY)es Gtil para la trim-
2ftllsililacidn de campuestos hidroxilos, particular-—
mante carbohidratos.

El N, O0-Bis(Trimetilsilil)Trifluoro acetamida
("BSTFA"), el fluorinado andlogn al BSA es tambieéen un
reactivo trimetilsililante potente y puede ser empleado
en las mismas aplicaciones =2n gque el BSA. Una valarable
propliedad del reactivo 25 su mayor volatilidad compara-—
da con el BSA. Sus productos, M—(Trimetilsilil) tri-
fluoro—-acetamida vy trifluoro acetamida son tambieéen mas
volatiles gque los productos correspondientes al BSA,.

El N-(Trimetilsilil) dimetilamina ("TMSDMA") es
un reactivo  superior para la trilmetilsililacidan de
aminas Yy aminodcidos. En presencia de catalisis de
CTMS, puede también ser usadae para la trimetilsilila-

cidn de grupos hidroxilos.
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1 N-(Trimetilsilil)imidass z2 presenta como el
mejor ra2activo para la trimetilsililacion de compuestos

hidroxilados en la presencia de agua. Carbohidratos,

]

por 2jemplo, pueden ser trimetilsililados en Jjarabes vy
aun en soluciliones acuosas conteniendo S50% o mas de
agua.

Segun ! manual de los laboratoriocs FPierce(l1983):
£l agua descompons a ambns, a los reactivos TMS vy avlos
derivados, as51 qQu2 excesiva humedad deberia ser evita-
da. La hidrolisis de los reactivos TMS o productos de-
rivados produce hexametildisilosano {(CH;) ,51051(CH;) 4]
el cual es inerte vy no interfiere en la actividad del
reactivo en peguefas cantidades.

La reaccion puede ser muy rapida  pero algunas
regquieran  tlempos largos, 2stas Gltimas deberidn che-
qu=arse hasta que ro haya incremento en =1 pico del
producto sililado.

Aungue los TMS derivados son estables térmicamente,
la sensibilidad a la humedad varia considerablemente.
Por ejemplo, T™MS azucares son completamente estables
al agua a temperatura ambiente; peroc TMS aminoidcidos se
hidrolizan mas rapidamente. En general la estabilidad
hidrolitica es como sigue: TMS-eter > TMS-ester > TMS-
aminas.

Muchos TMS reactivos son inflamables. Deben obser-
varse caon cuildado. Se debe evitar el contacto coan la

piel, particularmente los ojos, y evitar la inhalacidn



de los vapores. Las proniedades taxicas no han sido
complentamente investigadas.

Klebe =2t 3l 1966 (citado por Augusto,1979) m=2nciona
gue la trimetilsilil derivatizacisn del Acido oleandli-
co pude ser como se muestra en la Figura lé&.

Stalling et al 1968 (citado por Augusta 197%9) dice
que entre los reactivos sililantes que tienen buenos
resultados esta el BSTFA, por la volatilidad de sus
productos de reaccisdn y el menor depdsito de Si0. en el
detectar de 1lonizacian de llama FID, y gue Eiende= a
minimizar el error causado por la perdida de sensibi-
lidad del detector.

El BSTFA, cemo todo reactivo sililante, debe ser
utilizado en condiciones anhidras por que e3 s2nsible
al agua, pudiendo ser degradado como se muestra en la
Figura 17.

2.2.95. Espectrofotometria de saponinas, sapogeninas y
dcido oleanolico

Genkina et al(1977)hace un estudio espectrafo-
tométrico de glicdsidos de acido oleanslico y hederage-
nina en acido sulfurico concentrado. Menciona qgque el
desarrollo de meétodos analiticos es de considerable
interés debido a que algunos glicosidos triterpénicos
son de uso medicinal y que los glicdsidos de acido o-
leandlico y hederagentina son 105 mas ext2nsamente dis-—
tribuidos (mds de la mitad de los compuestos descubier-—

tos) y que la estructura de cerca de 200 compuestos ha



FIGURA 16 _ Trimetilsilil derivacion del dcido oleandlico
Fuente - Klebe etal 19686, citado por Augusto 1979.

<)y H20 oH
Re-G, — 5 FCC + HOS{M.
BSTFA
((D\‘l
"]
Yo HOSIM.
F,C—
3 e

Trifluoro Acetamuda

FIGURA 17._ Degradacion del BSTFA mediante el agua
Fuente : STALLING et al 1968, citado por Augusto 1979
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sida elucidada.

Triterpenoides con un aislado doble enlace tienen
una 3absorcion maxima en 13 regidén wultravioleta del es-—
pectro en 1 rango entre 123 y 2035 nm (0llington, Mea-
kins, 1960; citado por Genkina et al, 1277). Desafor-—
tunadamenta, esta region del espectro es 1nconveniente
para la determinacidn cuantitativa de triterpenoides vy
sus glicédsidos. La reaccion halocrémica 2n Adcidao sul fa-
rico cancentradc ha sidc usada para la identificacian vy
cuantificacion de estercides y triterpenoides. Con daci-
do sulfdrico cancentrado, los dltimos presentan picos
d2 absorcidn caracteristicos en la region UV del espec-—
tro electrdénico, el cual puede ser usado para la deter-
minacisn analitica. Ha sido a2stablecido gue para obte-
ner resultadaos reproducibles, las princinales condicio-
nes de reacisn (caoncentracion de 4acido sulfurico, tiem-
po de reaccion vy temperatural), deben ser estrictamente
controladas.

Semenchenko et al(1%77) vy Karting et al(1?272) cita-
dos par Genkina et al(1977) concluyeron que las condi-
ciones optimas para esta reaccisn soan calentar la mez-
cla reaciocnante a 70°C x 60'.

La reaccisan en Acido sulfirico concentrado depende
de la estructura del compuesto ha ser determinado. Es
imposible postular que 2! maximo a 310 nm es caracte-~
ristico sdélo de los triterpenoides vy no para esteroi-

des.



La velocidad de formaciaon d=2 los productos de re-
accian, su estabilidad v, en adician a3 estao, la posi-
Cisn 0o intensidad de los picos de absorcion depende
scbre todo de la concentracion d= Acidoc sulfdrico. Con
un incrementc en la concentracion, 21 pico extremo cam-
bia a longlitudes de ondas mayores, la reaccion toma
lugar mas rapidamente, y se incrementa la estabilidad
de los productos formados. Genkina 2t al(l1?77) ussds una
concz2ntracion de 24 % d= Acido sulfdrico.

En los trabajos de Genkina et al (1277) trabajando
en Acido sulfdrico concentrade, se demostra gque los
triterpencides pressntan una absorcisdn especifica en la
forma de dos bandas intensas, a 300-320nm y 400-403nm.
El espectro de 4cido oleansdlico contiene dos maximos,
en la region de 300-306&nm vy 373-380nm.

El espectro de los monosacaridos individuales,
los cuales estan formando parte de los glicdsidos tri-
terpenicos, tomados bajo las mismas condiciones, mues-—
tran que su abscrcidn maxima s generalmente superpues-—
ta sobre la primera banda de las sapogeninas en la re-
gidn de los 300-305nm.

En la Figura 1B se muestra el espectro de absarsion
del acido oleanclico cuando es tratado en acido sulfu-
rico concentrado.

Por otro lado, un meétodo cuantitativo para la de-
terminacidén de sapogeninas de soya es descrito por Ges-—

tetner et al(l19&6), 21 cual esta basado en @1 uso del
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FIGURA 18 .. ESPECTROS OE ABSORCION EN ACIDO.
SULFURICO CONCENTRADO DEL ACIDO

OLEANOLICO (1), HEDERAGENINA (2), GLICOSIDO
DE HERERAGENINA (3) Y UNA MEZCLA MODELO DE

LOS AZUCARES DEL GLICOSIDO ANTERIOR (4). TOMA_
DOS EN SU RELACION MOLAR.

) 15 8343 7

I



reactivo de bLishermann—-Burchard modificado. El wuso de
2ste reactivo tiere cizrtas limitaciones desde que no

especifico para sapogeninas, ya que puede reaccio-

o
N

nar con esteroles acomparnantes y sustancias relacliona-
das y también la presencia de 4acido sulfurico en ele-
vadas concentraciones 2n la mezcla reaccionante puede
conducir a reacciones de color interferentes con otras
sustancias organicas. Estas dificultades han sido ven-—
citdas por introduccisn de wun paso de cromatografia en
columna para la purificacian de sapogeninas de sovya.
Este paso, el cual no resulta en ningura pérdida de
sapogeninas, ha sido establecido que es esencial, no
solo para determirar el contenido de sapogeninas en
hidrolizados Acidos de harina de soya, sins, también
para los extractos relativamente puros de saponinas de
soya.

Gestetner et al(1?2&66) también determins una rela-
cién de l:! para la sapogenina/azdcar, lo cual fué es-
tablecida como tipica para varios extractos de sapo-
nina de soya de diferentes varisdades y puede ser usadc
como un factor de conversison del contenide de sapogeni-
nas a saponinas.

Gestetner et al(19&3) mencicna que el reactivo
original de tLieberman—-Burchard consiste en una mezcla
de Aacido sulfurico concentrado vy anhidrido acetico, =1
cual da un color inestable = irreprcducible con extrac-

tos de saponinas de soya. Blandon (citado por Gestetner



2t al, 1953) r=2comienda Acido acetico glactal para la
dilucisn d2 la mezcla reaccionante en vez del anhidri-
do. El reactivo asi modificado es usado por Gestetner
et al (19446) previo paso de purificacién por cromato-
gqrafia en columna de las sapogeninas; asi coma por Ho-
nerlagen y Tratter (1979) en extractos crudos de sapo-
ninas.

Coma se ha expuesto anteriormente, por 15 falta de
especificidad del reactivo de Leiberman-Burchard, que
no solamente puede reaccionér con saponinas sina  tam-—
bién con materiales acomparnantss, es recomendable rea-
lizar una previa purificacion, ya sea por cromatografia
2n columna comg lo hace Gestetner et al(1%446) para la
purificacion de sapogeninas, o en cromatografia en pa-
pel para la purificacién de extractos crudos de saponi-
nas{(Pasich, 19463). Huayuan et al(i?81), tambien trabaja
en extractos crudos de saponinas Yy las purifica por

cromatograftia en capa fina.

2.2.6.- Aislamiento de Saponinas.

Anteriormente se ha discutido la conveniencia
de obtener saponinas puras para efectos cuantitativos,
las mismas gue podrian servir como standard. En la ac-
tualidad ne s=2 ha elucidado la estructura de ninguna
saponina de quinuaj; pero si se sabe que la principal
sapogenina es el 4acido oleandlica.

Por otro lado, <se ha discutido la posibilidad de



FIGURA 19.. FLUJO PARA LA PURIFICACION PRELIMINAR DE SAPONINAS DE QUINUA

GRANOS DE QUINUA

EXTRACCION DE GRASA | eter ellico)

L p— GRANOS DESENGRASADOS
|
SECADO AL YACIO | | | EXTRACTIO ACU0S0
EXTRACTO fLCOHOLICO GRA'NOS CONCENTRACION
3 ,
40
CONCENTRACION hi0 p |
1 BuOH
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, |
’ CONCEN|TRACION Extr. B‘UOH EmngO
FRACCION INSOLUBLE  EXTRAC, ETEREO 40 CONCENT|RACION CONCENTRACIOI
- - | |
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g ; | |
% Y EXTR BuOH EXTR, ACU0SO
FRACG INSOLUBLE" EXTRAC, ETEREO
CONCENTR CONGENT |
|
T ETLCO b SE[CADO CONCEN‘TRACION
| l l Py S
FRACC, INSOLUBLE EXTR. ETEREO.
SECADO CONCETTHACION
|
P42 542

By Ffﬂk saponings purificicadas fotales. FUENTE " AUGLUSTO 1973)



v}

cuantificar indirectamente saponinas, mediante la cuan-
tificacian directa de 4cido oleandlico, =21 cual median-
te un factor de transformacidén, se expresaria en sapo-
ninas. Para hallar este factor, se tendria que partir
d2 una saponina pura o una mezcla de saponinas puras.

Augusto(1979), realicd wuna purificacidn preliminar
de saponinas, tratando los granos de quinua como se
muestra en la Figura 19, donde las saponinas totales
2stdn dadas por la suma de P, + P.,.. El Scido ocleands-
lico es cuantificado por cromatografia de gas, parti=sn-
do de& un peso conoccildo de estas saponinas totales, ha-
llando la sigiente relacion:

% Saponinas=(42.4403) x (4 Acido Oleanalico).

Cabe indicar que mientras menos puro sea el extrac-
to de saponinas, mAs gru=sso sera el factor, alejandose
asi del tenor real de saponinas. Asi mismo, encantro
que el Aacido oleanslico corresponde al 792.5% de las
sapogeninas de quinua Kancolla:

% Bapogeninas Totales = (1.3579) x (Acido Oleanalico).
Dividiendo ambas relaciones tenemos :
Saponinas /sapogeninas = 33.73792.

El factor 33.7392 es muy elevado frente al que en-
contré Zavaleta et al(1982) en quinua siguiendo el me-
todo de Birk et al(1249) para la sovya, el cual es 1.96
(p/p). Esto estd en mayor concordancia con lo gque esta-
blece Gestetner et al(l1963) para saponinas de soya:

saponinas/sapogeninas = 2. Cabe indicar que ninguna de



las sapogeninas de scya (Sayasapogernol A,B o C) tienen
caracter Aacidco, por lo cual es de esperarse gque las
saponinas atsladas por Zavaleta et el1(1982)tampoco po-
sgan cardcter dcido. En los Diagramas 20 y 21 se mues-
tranm, laos flujos sequidos por Zavaleta et al(1?282) para

las saponinas y sSapogeninas.
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Figura 20 Método para la extraccidn vy purifica-

cion de saponinas de quinua Real.

Quinua

escarificacison via seca

Polvillo (3g)

H.:0 Caliente. 100 ml->
filtracion
—> Residuo
filtrado
Eter etilica — >
(2x195 ml)
separaciaon
>fase eterea
fase acuosa
Lechada de cale—m—_>
precipitado amarillo =n fase acuosa
filtracian al vacio
——> filtrado
precipitado
H.0 de lavado—— __ >
> H.0

precipitado

A

Fuente: Zavaleta et al (19282)



MeOH:H,.0;20+10;80ml —>
suspension uniforme

Neutralizacisn* >

H.,50. diluido

color blanco suctio
turbio caracteristico

filtracion
> precipitado
filtrado transparente

concentracian
(3/4 de su volumen)

H:0 >
precipitado en fase acuosa
filtracion
> H0

precipitado

acetona ——m 0 0 2 ———>

(lavado)
desecadas

acetona [E— |

(recristalizacian)

secado en hormo con ventilacion
( 80°¢ C x 30'.)

saponinas purificadas.

¥ La neutralizacion se alcanza cuando desaparece com-
pletamente el color amarillo caracteristico calcico de
las saponinas.
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Figura 21. Metodo para la obtencisdn de sapogeninas de
Ouinua Real a partir de saponinas purificadas, para
(hallar la relacidn la relacion saponina/sapogenina).

Saponinas purificadas (200 mg)
H,0 x« S0 ml >
H.350. concentrado— >
(36M)
Aglomeraciones blancuzcas
en suspencisn ( &N )
Reflujo x 2 hr.
enfriar y filtrar al
vacio
Lavado* — >

hasta la rneutralidad

Precipitado sobre el
filtro (pardo oscuro)

El EtOH caliente, al 2&8%—>
23 ml.

Filtrado
(color malteado)

I

LLevar a sequedad
a 100° C

Desecado
Pesado

Sapogeninas.

FUENTE: ZAVALETA et al 1982.

* Se comprueba con papel tornasol y titulando 10 ml de
filtrade en wun tubo de ensayo, con solucidn 0.5 N de
NalOH con fenolftaleina, aceptdndoss como neutra la so-
lucion que vira con una gota de NalOH.



En general, las sapaniras puaden ser aisladas par
me&todos diferentes, de los cuales hace una recoptlacian
Basu y Rastogi (19467). Asi, el uso de electroforesis en
papel para la purificacisan de saponinas usando buffers,
boratos acuosos y de geninas usando butanol: acido ace-
tico: aqgua (1:1:1.23) han sido reportados; pero los re-
sultados mas fructiferos hanm sido obtenidos por 2! em-—
pleoc de intercambiadores ianicos. Asi, Aralsdssido A es
adsorbido sobre Dowex | @luido con 10% de dcido aceéetico
seqgquido por alcohol al 0% . En el caso de saponinas
acldas se ha sacado ventaja por la precipitacisan de
saponinas crudas como sodio o sales de amonio o esteri-
ficacién del grupo carboxilico con diazometano, previa
a4 la cromatografia de particidén. Aungque algunos repor-
tes sobre la cromatografia de saponina en alumina-d4cida
lavada son aprovechables, generalmente la purificacian
es mejor ejecutada por cromatografia en particién sobre
celulosa o silica gel. Procesos que han sido tambien
patentados por la extraccion a gran escala de saponina

de Betavulgaris y licorice (Glycyrrhia glabra).

Kadota et al (1981, patentd el uso de una resina
adsorenta de poliestireno macromolecular (por ejemplo
Amberlite XA D-2) paré aislar saponinas(saiko-saponins)

d2 un extracto acucsc o alcalino de B. falcaturn o B.

longeradiatum. ARsi, 2 kg. de rizomas de B. falcaturnr

fueron desgrasados vy extraidos con 99% de MeOH. El ex-

tracto disuelto en 300 ml de agua, pasado a traves de



una columna de Amberlita XAD-2, vy la columna eluida con

M20H para dar 20 Grs. de saponinas solidas.
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I1I.- MATERIALES Y METODCS

3.1.- Materia Prima.

Qiinua(Chenopodium quinoa Willd.; variedad kan-—-

colla) procedente de Puno.

3.2.- Equipos, Materiales y reactivas
3.2.1.- Equipos y Materiales

.Espectrefotsmetro UV-visible. Marca VAR ITAN
EM5-92, con cambio automiatice d2 lampara UV a visible a
los 330 nm. Rangao de 120 a 730 nm,

.cromatsgrafo de gas PERKIN ELMER serie 32920
con det=ctor de ionizacidn de llama (FID).

.3plicador automatico de muastras para cromato-
gratia en capa final(TLl) marca CAMAG, modelo LIMOMAT
[IT1.

-equipo para revestimiento de placas e2n TLLC:
tablero guia, placas de vidrio, alimentador de adsor-
bente.

.Balanza Ardlitica marca Mettler, sensibilidad

*0.1 mgrs.

.Estufa marca MEMMERT,

.Evaporador rotatoric marca BoOCHI.

.Bomha de wvacio marca SARGENT.

.Tamizador marca RETSCH.

-.Materiales de vidrio.

3.2.2.- Reactivas.

.Metanol (Me(OH)



.N—Butanaol (n-BulOH)

.Cloroformo (HCCIL )

.Etanol (E£0H)

.1-4 Dioxano

.Sulfato de sodio (Na,50,)
Piridina

.M,O0-Bis{trimetilsilil)? trifluoro acetamida
(BSTFA) .

.Aci1do fdcético Glacial(AcOH glacial)
.Acido Sulfdrico(H,50.,0.

.Acido Clorhidrico(HC1l).

.Eter de petrdleo(ETEPE).
.Acetona.

.Benceno.

.Yoda.

.Hidroxilamina hidrocloruro.
MN=Ctrimetilsililt)imidazol (TMSI).
Mitrogeno (N

Alre.,

.Hidrédgeno (H,).

.Standard de saponina Merck.

.Standard de Acido alezandlico (A.0).

3.3.- METODOLOGIA SEGUIDA

Para llegar a la obtencion del método espectro-
fotométrico para determinacion de acido oleanslico, se

tomaron como base los trabajos de Honerlagen y Tretter



{19279) y Augusto (1279).

El método definitivo propuesto fue el resulta-
do de un procedimiento de aproximaciones sucesivas, en
2l cual las conclusicnes de una @&tapa previa sirven de

base para las acciones posteriores.



IV.—- RESULTADOS Y DISCUSION

4.1.— APLICACION EN QUINUA DEL METODO DE HONERLAGEN

Y TRETTER (1979).

El meétodo de Honerlagen y Tretter(1279) permite
cuantificar espectrofotometricamente 21 contenido d=
saponinas triterpénicas en raices de Ginseng.

A fin de ensayar este método en la extraccion de
saponinas de quinua se procedis, en primer lugar, a
utilizar la proporcion de 4:1 en las solventes de la
mezcla extractante(MeOHIH_,O), siguiendo lo reportado
por Gromova et al(1981).

El extracto crudo de saponinas asi obtenido fue hi-
drolizado segun 2] métoda de Augusto(lP79) y los espec-
tros de absorcion tanto de las saponinas caomo de las
sapogeninas fueron hallados. El acido oleansclico de las
sapogeninas asi obtenidas fue anallzado al espectrofo-
tometro para lo cual fue necesario hacer un estudio del
standard de A&cido oleandlicol{lambda maximo, estabilidad
de la reaccidn de color, curva de calibracisdn).

lLa Fig. 22 esquematiza el procedimiento seguido,
incluyendo las modificaciones hechas al flujo de Horer-
lagen y Tretter(1979). Se nota que después de wun pro-
cedimiento unico para la obtencian de un estracto d=
saponinas, este extracto es dividido en dos alicuotas,
la primera para la abtencion de un espectro de absor-

cidn de saponinas y la segunda para obtener sapogeninas



FIGURA 22._ APLICACION CON LIGERAS MODIFICACIONES DEL FLUJO LE
HONERLAGEN Y TRETTER (1979}, A LA EXTRACCION DE
SAPONINAS DE QUINUA
QUINUA (159)
MeOH  H,0 (4:1; 90ml.) ———]|
REFLUJO

I
FILTRAR

‘———-) residuo

CONCENTRAR({+30ml)
( 60°Cyacio)

HEXANO (2x60ml) ——>|
MEZCLADO
I-————> fase orgdnica— sequedad — pesado

FASE ACUOSA

CONCENTRACION (#10ml)

MEZCLA: HCOQO2N—
n-BuOH: HCCly SHCLOAN FASE ACUOSA,* 01N
(6:13,3x70ml) ( precipitado blanquesino)
—— FASE ORGANICA ————
INFERIOR MEZCLA
— fase inorganica
FASE ORGANICA Glucosa standard
FASE INCRGANICA SUPERIOR — >
MEZCLA

—» fases inorgdnicas { @)—»Prueba de deteccion de
carbohidratos : test de

Malish.
FASE ORGANICA (b)
( volumen conocido )
SAPONINAS
r [
ALICUOTA (1) ALICUQOTA (2)
desarrolo del color; confrontacion HIDROLISIS

de su espectro con:standard de |
saponina bianca Merck. SAPOGENINAS

DESARROLLO DEL COLOR

ANALISIS ESPECTROFOTOMETRICO
FRENTE AL STANDARD DE ACIDO OLEANOLICO
{ A max, estabitidad &)

|

4 especificidad del react Lieberman.

Burchard Modificado"?
¢



y Ssu posterior estudic espectrofotomstrico.
.Obtencidn de un Extracto de Saponinas

Muestras de guinrua Kancollaf(l3gr) fueron extraidas
a reflujo por urna hora, tres veces, can mezcla de meta-
mol—agua(4:1; 90 ml), obteniéndose un extracto que des-
pués de filtrado se conzentrs en el rotavapor con pre-
sion reducida a 40 1 °C, hasta aproximadamente 30 ml
nbgservandose un sobrenadante de apariencia liposoluble,
nor 1o que 21 concentrado se lavo dos veces con porcio-
nes de 10 ml des hexano. Para determinar si el hexanag
extrajo algun compuesto liposoluble contaminante, =2sta
fase orgdnica fue llevada a sequedad y 2! residuo fu=
pesado (13.2 mg). El residuo acuoso s2 wvolvis a concen-
trar hasta 1O ml.

Con la finalidad de disminuir la solubilidad de las
saponinas en el residio acuosc anterior, se adiciand
Acido clorhidrico O.2M de taf manera que el extracto
final fue aproximadamente O. 1IN, observandose la apari-
cion de wun notorlio precipiltado blanquecino. S5e trans-—
firida a un embude de separacion, lavando el recipiente
contenedor por dos veces con porciliones de 3 ml de Acido
clorhidrico O.IN. S=2 3gito 3 veces el contenido del
embudo con la fase orgdénica 1nferior de una mezcla de
n—butanol:cloroformo:HCLIO.IN(AL:1:3:3«x70ml), desapare-—
ciendo 21 precipitado blanguesino (2]l mismo que s2 so-
lubiltizs en la fase organica), después de cada agita-

cion se dejo en ra2poso por lo menos 195 minutos.
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Se unieron las fases organicas y e agito dos veces
con parciones de 30ml de la fase i1norganica superior de
la mezcla descrita anteriormente, dejandose en reposo
par 19 minutos, obtenieéendose asi dos fases: una (a)
inorganica y otra organica (b).

lLa fase inoginicalalque se descarto fue sometida a
una pru<ba de deteccidn de carbaohidratos como se des-
crib= en la se2ccian &4.1.2.

La fase orgdnica(blde saponinas, s2 llevé a volumen
Zonocido y se tomaron dos alicuotas:

12 La alicuota "1" desecada, se desarrolls el
colaor v se obtuva un espectro de absorcisn.

22 LLa alicuota “2" de volumen conocido, fue hi-
drolizada segun Augusto(l?79) y el extracto <crudo vy
s@co de sapogeninas asi obtenido fue pesado y analizado
espectrofotomeétricamente, previa reaccison de color con
2l reactivo de "Lieberman Burchard Modificado'.

4.1.2.- Deteccion de carbohidratos

Para asegurarse de que en el metodo seguido, se es-—
ta efectivamente eliminando impurezas como carbohidra-
tos, s2 preocedis a detectarlos en las fases inorgani-
cas.

Se procedis d2 la siguiente manera: una alicuota de
aproximadamente SOml de la fase 1norganica ta) (figura
22), fue neutralizada con Na(OH) &N y posteriormente
concentrada 2n bafo maria a 70°C hasta un quinto de su

volumen original, enfriada y clarificada como sigue: a
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10 ml de solucisn acuosa se2 le adicionsd 3 mi de solu-
Tidn 33turada de acetato de plomo(10%) y O.2gv. de oxa-
lato de sodio, se dejo reposar por 10 minutos y luego
se filtra =2n papel Whatman N2QLl. Una alicunta del fil-

trado se saometido al test de Molish vy el resto delt fil-

trado s=o dejsé reposar toda la noche. Al dia siguiente
Iparecieron algunos cristales pequefsns en el fondo del
recipiente del restn del filtrado, los mismos que no
fueron analizadns.,

fest de Molish: a 2 ml del filtrado se le adicions
0.2 ml del reactivo (20% de l-naftol en etanol) vy, es-—
curriendo por las paredes del tubo, s adicions 2 ml de

Acido sulfurico, inmediatamente s

i

observa la aparicion
de un anillo, en la interfase, de color marron oscuro
que desapar=cieo aproximadamente al minuto de reaccian,
quedando anillos verdes gue lentamente van coloreando
la fase superior. Asi mismo, en forma paralela se efec—
tué la misma prueba con glucosa anhidra, compor taAndose
del mismo modo que la muestra,. Se demuestra que hay
presencia de carbohidratos en la fase inorganica que se
2limins, lo aque esta de acuerda con lo que menciona
Vochetkov et al (1961): "la fraccion de saponinas (gli-

cosidos de 4cido oleandlico), obtenida mediante el tra-

tamiento con metanol de las raices de Aralia manschu-

ria, contenian una cantidad significante de compuestos

de caracter fendlico y de azucares".
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4.1.3.-Estudio Espectrofotometrico de 1los extractos
de saponinas y sapogeninas.

El espectro de absorcian del =2xtracto de saponinas
obtenido (alicuota 1 de la Figura 22) fue confrontado
con 21 espectro del starndard de saponina "blanca Merck"
adquirido en 21 comercio (Figura 23) mostrando ser di-
ferentes, deduciendo asi su estructura vy procedencia
tambien diferentes.

Adicionalmenta, se obtuvo un espectro de absorcisn
de la glucosa (Figura 24) comc representante de los
zarbohidratos qQue podrian estar presentes tanto en la
estructura de la molécula de saponinas como en forma
de coextractivos. Arrojla un pico =2ntre los 375 y 4735
nm, en este mismo rango aparece un pico en 21 espectro
de absorcisn del extractec de saponinas.

Por otro ladao, fueron comparados los espectros de
absorcion, tanto de las sapogeninas (alicuota 2 de la
Figura 22) como del standard de acido oleanslico, mos-
trando ser iguales (Figura 293).

Para comprobar la especificidad del reactivo de
Ligberman Burchard modificado, el peso del extracto
crudo y seco de sapogeninas fue comparaao con la can-
tidad de Acldo oleanolico gque arroja su anilisis esp=2c—
trofotométrico. Los resultadecs fueron 1.99 v 2.01% res-
pectivamente, lo que estaria indicando la falta de =s5-
pecificidad de este reactivo, ya que el peso del ex-

tracto crudo de sapogeninas qu2 est& constituido por:
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4cido oleanslico + otras sapogeninas + coextractivos no
puede se2r mencr al ta2nor gque arroja el resultado espec-—

trofotométrico. Esto se muestra 2n =21 siquiente esque-

ma:
Ouilnua 100.Q0
extracto crudc de saponinas 3.22
extracto crudo de sapogeninas 1.99
reaccisén de color
(reactivo de Lieberman Burchard modificado)
cuantificacion espectrofotométrica de acido
oleandlico 2.01
4.1.4.- Estudio Espectrofotométrico del Standard
de Acido Oleanalica.
Se estudid el standard de Aci1do aleanoalico con la
finalidad de determinar su lambda maximo, la estabi1ili~

dad de la reaccidon de color, el rango de concentracian
dentro del cual cumple la ley de Lambert y Beer, asi
como su absortibidad especifica (EY7* ...0).

El espectro de absarcién del dcido oleanslico arro-
jé dos maximos de absorcian, a 355 y a 327nm. El segun-—

do pico (327nm) presentsd mayor estabilidad en el tiempo

(hasta 130 minutos, ver cuadro & y figura 24). El stan-



CUADRO &

Variacisdn de la absorbarcia 2n funcian del tiempo, d=2ter-
minada a 327 nm. Musstra: 23%9.3 microgramos de Aacido
ol=analizao.

Tiempot Ahsorbancila
(minutos)

40 O.4A0
50 0.4560
793 O.451
0 O.4561
103 0.4461
120 0.461
190 0O.468

‘' El tiempo es contado, desde el momento que se
realiza la reaccidon incluye 1los 23 minutos de calen-
tamiento a 60*1°C, asi como el tiempo de enfriamiento a
temperatura ambiente.

87
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dard d= d4cido oleansdlico mostrs una linearidad en
rango de 50 a 480 mlcrogranos.

Adicionalments, se determind su absortibidad espe-
cifica E'T 327nm = 5£7.30 (ver Apéndice 9 a partir
de laos datos qu= se mu=stran en 21 cuadro 7 (s56lo los &
primeros datons), cuando se ajustan los valores que re-—
lacionan absorbancia vy concentracion en una recta que
pasa por el origen (Apéndice & vy Figura 27):

E' L. Sh=EXY¥Y=567.80

- .
PRI

S=2 determinz asi la 2cuacian de 1la recta: A=47.80c,
cuandg "C" esti dado en grs/100ml.
4.1.3.~ Conclusiones.

12 Mo se recomienda el uso como standard de la sa-

ponina blanca Merck.

o

2 El método de Honerlagen y Tretter (1927%) sufrid
algunas modificacionas:

a.~ Fue usada la proporcion 4:1 v no 1:1 del siste-
ma 2xtractante MeOH:H.,O

b.- S2 adicions la extraccisn con hexans para la
s2paracian de cempuestos liposolubles.

c.— Se utilizée HC| 0.2M 2n vez de ©O,IN para preci-
pittar las saponinas.

32 El1 4&cido oleanclico presente en el extracto cru-
da de sapogeninas, debe ser previamente purificado an-
tes del andlisis espectrofotométrico.

42 E1 lambda maximo de 327 nm es el recomendada pa-
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CUADRO 7

Curva de calibracion del standard de dcido oleanclice, una ver efectuada la reaccion de color,

Leidas a 327 m.

Yolumen tomado  Cantidad*  Concentracion(X)  Absgrbancia(Y)  Absorbancia?

ul) (ug) (gr/100n1) Corregida
! 12 60 f2x10 0,083 0.083
2 29 145 2910~ 0,197 0,198
3 47 AN 4Tx107 0.317 0.319
§ i 310 bex10- 0,424 0,421
3 Lk | 193 19410~ 0,537 0,53
b % 480 B6x10-* 0.648 0,430
7 113 963 11310~ 0.814 0,743
B 13 630 130x107 0,919 0,880

| Esta cantidad proviene de tomar los volunenes respectivos de una salucien de standard
de acido oleanslice (Smg/nl de clroforne), en la cual se desarrolls el color con dcido sulfi-
ricosdcido acético glacial, siendo el volumen final Snl,

¢ Considerando solo las cantidades de 40 a 480 microgranos, donde el coeficiente de co-
rrelacion es mayor (r=0,9999), Cuando se considera de 60 a 630 microgranos, el coeficiente
de correlacian baja a (r=0,9988),

16



ra la cuantificacion de Acida oleanslico.
92 El Actdo oleanslico cumple la l=2y de2 lLambert v
Beer en un rargo de &0 a 450 microgramaos.

62 Se ha determinado un E'F S27nm

il

1 oein

57.80 para
el standard de 4cido oleanolico.

792 Se recomienda confrontar la recuperaciaon de éste
méatodo con otros y elegir el de mayor recuperacion de

acido aleanolico.

4.2.— EVALUACION DE LA RECUPERACION DE ACIDO OLEANOLICO
EN TRES FLUJOS EXTRACTIVOS.

Con la finalidad de elegir un método gque ofrece ma-
yor recuperacisn de adcido oleanolico, se evaluo tres
flujos extractivos: 12 el de Augusto(l1?79) 22 el de
Honerlagen vy Tretter(1272) modificado vy 32 sin modifi-
car. El sequndo flujo vya fue detallado en la seccian
4.1. El primer flujo es £l dnico que utiliza hidrdlisis
para transformar saponinas a sapogeninas, por lo que
este mismo procedimiento de hidrdlisis serd aplicado a
cada ung de los tres extractos crudos de saponinas ob-
tenitdos. El acido oleansclico de las sapogeninas resul-
tantes sera evaluado por cromatcgrafia de gas (segun
Augusto 197%9) y el metodo de mayosr recuperacisn s2r4i
elegido como parte del flujo de un m2todo espectrofoto-
meéatrrico que se propondrda posteriormente.

En la Figura 28 se presenta el esquema de los tes flu-

Jos sequidaos: 21 de Augusto 12792(W), el de Honerlagen y
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IGURA 28 .. FLUJOS PARA LA DETERMINACION DE ACIDO OLEANOLICO EN QUINUA
Y LA EVALUACION DE LOS MISMOS POR CROMATOGRAFIA DE GAS

(GC).
QU!INUA
W X y
| | |
EtOH  BuOHH,0 MeOH H20(41) MeOH: Hy0(1:1)
| l
CONCENTRACION CONCENTRACION CONCENTRACION
I I
VOLUMEN HEXANO
‘ |
ALICUQOTA FASE ACUOQSA
|
SECADO Y
| saponinas VOLUMEN
HIDROLISIS XY |
HCI
X,Y,wW |
FASE ORGANICA p BuOH CHCI5. HCI O4N
ISAPOGENINAS |
Na, SO, ———— FASE ORGANICA
I
CONCENTRACION
I
A -~
VOLTJN EN FLUJOS:
ALICUOTA { w=Augusto (1979) .
x =Honerlagen y Tretter modificado
SEC‘A DO L y=Honerlagen y Tretter (1979)
TMS-derivados
GC
NOMENCLATURA

MeOH = metanol

EtOH = etanol

BuOH = butanol

CHClIy= cloroforno

ETEPE = eter de petraleo

Naz SO = sulfato de sodio

HCl = ge. clorhidrico

HZO = agua

TMS = trimetil silil

GC = cromatografia de gas.



94

Tra2tter 1979 medificade (¥ v s1n modificar (Y)Y, dossr—
vese de gue 155 extrachtes crudos d2 saponinas sufra2n 21

mismo proceso d2 hidralisis en cada uno de los flujns,

,4
B
a
m
@]

oandientemante, 23ar3 finalmente analizar el teror

de acids oleanslico por cromiatografia de gas en cada
exhtracto de sapcgeninas.

1)
Ih]
0
-5
fa)
N
1]
Q
-
¥]
a

2 la sigulente manera:

{3

2 obtuvo extractos de sapog2ninas procedentes de

2y trar

A
ot
a
0
-
~
-
£l
)
)
oy
U

~ada uno de los tres flujos. Lo

il

saponinas resultantes fueron tratados segdn  Augustco
1972, Asi, las saporninas fuerorn hidrolizadas v los TMS-
derivados de las sapogeninas resultantes fueron inyec-
tadns a un cromatagrafo de gas para la determinacian de
acide oleandlico.

T 1

FMs5-derivados de sapogsrinas: Se temd wina alicuota

i#]

(enuivalente 3 un gramc de muestra) de cada unz d2 los

pvtractos de sapogeninas anterilores para proceder 3 13

farmactisn de los trimestilsilild T™™MS—-derivados. Para tal

)
-+
Il
N

tao, un velumen conocido del extracto de saprogeninag

o

iy
Ul

2

(F

cade con fluja de mnitrdgeno puro, luegs fue hechon

w

reaccionar, bajin condlciornes evirictamante anhidras,
nor adicion de 2,2 ml del reagctive silanizante, 21 M,0-

Big(trimetilsililitriflucers acetamida HBSTFS, para po

i

teriarmente adicionar 0.2 ml de oiri1dina (destilada —on

cerlas de hidroxidn de potasiod), la mazcla s2 ~erlucs
(en presencia de CalCl,. comn desecants en el extremo del

-
]
-

~igerante para evitar 21 1ngresc de humedad ambien-



2 mwmaria a £9°C » 13 minutos. coan agiftsciasn
magnebica vy s2 enfris mediant=2 chorrgs 2xtericores de

agua fria para llevarls rédpidamente a la temperatura

Cromatcgrafia de gas de2 las TMS-derivades:

l.es TMS—derivadeos fusrcon tnyectadcs (eguivalentes a *
lmg d= guinua) en un cromatsgrato de gas marca Perkin
Elmer 3920, cuyas condicicnes de operacian se muestra
2n 21 Cuadrc 8. El TMS-derivadc del standard de acide
ole@anslico también fue abtenide bajo las mismas condi-
ciones descritas para la musstra. La confirmacion de la
identidad del pico corresbondiente a 4cidec oleandlice
32 r2zalicd por adician de standard a rada uno de los
extraztos de sapogeninas; el standard se scbrepuso al
plco de mayor magnitﬁﬁ.

Los ¢

]

nores de 4acido clesanslico gue arrcjaron cada
uno de los tres fluios fueron evaluadas. En =21 Cuadre 9
se pu=ede obs2rvar que =21 flujo "W" es el gue ofrec= la
mavor recuperacian, siendo el flujo "V¥Y" 2]l que ofresce
la mencr. De esto e puede deducir que a medida que se
inrcrementa la corcion de solvente crganico al sistema
de extraccisn; la racuperacién es mas eficienke, esto
hasta llegar a3 la polaridad que arroja 21 sistema n-
BulQH 80Y: EtCH 80% (1 :23L:1:2:1).

En el Cuadro 10 se incLuyen los datos de las repe-—
ticiaores d= laos tres métodos{ con la finalidad de rea-

lizar un analisis de varianza y evaluar si las diferen-
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Condichiones gas  cromatngraficas ssguidas para la debtar-
minaTtian 472 los THME-derivadas de sazcgeninas usandn una
calumea d2 tdrie 3 [E-IDY en Chron.t ) DMIS S0/ 100 5
L/l
13 . . B
§ Condiciones !
| j

f2mperatura d2 1a calumna 2839°(C

Temperatura 2l invecthor 33000

Temperatura dzl detector SID« 31300

Bas de2 arrastre, nifranens ad mi/min,

Atoeniactn wlh

Rangn < L0
=~ Retactar de tonrTacisn de Llama (Flama [anization
Dotector=FiD).
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Porcentaje de Ac. olzarnslico (A.Q) determinado mor GC,
que arroja -ada una de los tres flujos extractivoes

‘promedio de tres extracciones)

Metado “ de A.0 Y% de saponinas
(=% A.0.: 8.3208)

Y .06 0.51
X Q.22 1.37
W 0.32 2.7°

“ A0, = 4.0 x 100

daonde:
A.0. = canftidad de A.0. obtenida de curva standard, en
microgramos.
Q = cantidad de qQuinuiz en 21 volumen inyvectado, en
microgramos.
8.3208 23 =21 factor obtenido a partir de2 saponinas sami-
purificadas en nuestro labecratorio.
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En 21 Cuadro ]l estian consideradss los valores para

calcular las variasnzas, las Zuales se han determinado,

considerando las sgtes. relaciones:

3}

b2

c?

Grados de libertad.

. 2ntre tratamientaos (flujos extractivos) = a-l
. dentrno de tratamientos (repeticiones de cada
flujo) = a(n-1)

. total = an-1

dond= "a ag 2]l niamero de tratamientos {flujns ax-

« i

tractivos) y “n 2s 21 ndmero de observaciaones poar
tratamiento (repeticiones de cada flujo).

Suma de cuadrados

. entre tratamientos (entre flujos), haciende G =
Tt = ZIX (sumando tanto hileras como columnas) .

Dondz t designa un total de clase tipica (repeti-

ciones en un mismo flujso) v O representa 21 aran

l.a suma de cuadr ados entre tratamientas, 2starid da-
43 por: (EE7SnY - O

. dertro de ftratamientcs {(denbtra de cada fluain)

Cuadrado Medino = gsuma de cuadrados
gradns de libertad
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CUADRO 19
Tratamiento 2stadistico el porcentaje de Acido oleans-
lizco qQu=2 arroja c3da uro d2 los tras flulios 2xtractivos
v las tres repeticlionss de2 cada flule.
FUI0S == Y ht W TOTAL
REPETICIOMNES
[ 0.06219 0.2353 £.3322
Il 0,03742 0.2205 70.3192
Il 0.06048 0.21870 0.3124

ZX 0,18 0.46750 0.96 G=Zt=XEX=1.81S
X 0,06 0.,2250 .32
YT D.01081130 0.15205158 (,3074246464 TIXY =047028952
{ZX)*/n 0.2108 0.1951873 9.3072 T(ZX)F/n=0.,4579875
!
THE-1 X Y0 1.13%19077%  1,7559«107" e.aaﬁano““zgzx“'—(zxw"/ng:
4, 1492%10 77
1S a 2 2
CUARRO 11
An3ltisis de varianca de los oorcentajles de Az. oleans-
tCo.

Fuenne deo G Suma de Cuadrado
vairltacClan Ciadradaos Medi1o
Entre flujos 2 O, 103853 N.091925

Doentro de los
Filados = 401432210 7 5.2097410

TOTAL

D

0, 1062565432

0.013233065
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Parcentaje de acido oleanclico respecto a las sapo-
geninas totales:
Se determind por Normalizacisn Interna, =21 porcentaje

de Acldo oleandlico respecto a las demas sapogeninas;

que arroja el cromatograma (Fig. 29). En este método de
Mormalizacion Interna, se asume gue a iguales cantida-
des de dos sustancias diferentes, la respuesta (area)

2es la misma bajo las mismas condiciones de operacian.

Aplicando la Mormalizacion In.erma en el cromato-
grama de sapogeninas de la Figura 229 se puede determi-
nar la cantidad de sapogeninas totalezs conociendo sélo
una de ellas, el 4cido oleandlico. Asi, identificando a
cada una de las sapogeninas de la Figura 2% como X, Y,
W, 2 (de l1zquierda a derecha) siendo sus areas:A,, A,
A,y A. respectivamente, podremos hallar el porcentaje

de acido oleandlico, respecto a las demis sapogeninas

YX= Ax x 100
A, + A, + A, + A,

>¢ v

donde %X es el porcentaje en ogeso de acido oleanslico
referido a las areas, pero como hay una relacicon direc-
ta entre pescs y areas se tendra:

65.9565 x 100
6.265+1.14+0.21+0.173

Hi

4% Ac. Oleandlico

82.04 %

Este 82.04% es =] porcentaje 2n peso de 4dcido olea-
nolico respecto a las sapogeninas totales, donde se
deduce la siguiente relacian:

Acido Oleandlico x 1.218%9= Sapogeninas.
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4.2.1.~ CONCLUSIONES
te. El flujo de Augusto 192792 ofra2ce la mayar racu-
peracion de 4cido oleanalico (0.32%).

22. El flujo de Honerlagen y Tretter 1979 modifica-
do ofrece una recuperacisn intermedia (0.22%) y 21 sin
modoficar la mas baja recuperacisen (0.08%).

32. &1 anidlisis de varianza arroljé que hay diferen-
cias significativas entre los flujos aplicados.

42, El 4cido oclezarnslico constituye un 82.04% de las
sapogeninas totales. Este resultado =2s similar al obte-
nido por Augusto 1979 (7%.3%).

32. Se determino un factor de transformacion de ac-
ldo oleandlico a sapogeninas:

Acido oleandlico x 1.218%9= Sapogeninas.

4.3.~ PURIFICACION DE ACIDO QUEANCLICO Y PROPUESTA DE

UN METODO ESPECTROFQTOMETRICO DEFINITIVO.

Los extractos crudos de sapogeninas del flujo que
ofrece mayor recuperacison de acido oleandlico fueronr
tratados por cromatografia en capa fina preparativa en
un sistema de solventes no repartado anteriormente para
estos fines. El 4cido oleandlico asi purifilcado fue
analizado por espectrofotometria, previa reaccisn de
color con el reactivo Lieberman Burchard modificado.
Finalmente, se propone un método arnalitico definitivo vy
se confronta caoan el gas cromatografico de Augusto

(1979), para hallar el porcentaje de error del primero



1G4

frente a este 4dltimo.

Para expresar los resultados en términos de saponi-
nas, se purificard eéstas a partir de quinua, se tomarsa
un peso conacido y se evaluara por cromatografia de gas
su tenor de 4cido oleandlico. Asi se podrda hallar un
factor "f" dentro de la sigulente relacion:

dcido oleandlico x f = saponinas.

Las acciones descritas anteriormente se sustentan
basicamente en dos hechos:

12 Que el flujo de mayor recuperacion de Aa<cido
oleanolico es 21 de Augusto 12792 y 22 que fu2 estable-
cido que el reactivo de color Lieberman Burchard modi-
ficado no ofrece especificidad por lo que era necesario
purificar =1 acido oleandlico presente en los extractos
crudos de sapcgeninas obtenidos, como un paso previo al
analisis espectrofotométrico. La cromatografia en capa
fina presenta wuna magnifica alternativa de purifica-
clon.

El flujo resumido se muestra en la Figura 30 v el
detallado en 1la Figura 31. En el flujo resumido se
muestra adicionalmente la evaluacisdn gas cromatografica
en los extractos de sapogenina obtenidos, obsérvese que
cuando se trata de un método espectrofotomeétrico es
necesarlia una purificacion previa por cromatografia en
capa fina (TLC), maxime si el reactivo de color no es
especifico. La cromatografia de gas si separa los com-—

. LA . ,
puestos (inclusive las sapogeninas entre si) por lo que



Figura 30:Flujn espectrofotométrico definitivo resumido
{—)si;asi como su =2valuacidn gas cromatografica GC(-x—-x-)
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reaccion
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FIGURA 3i .. FLUJO ESPECTROFOTOMETRICO DEFINITIVO PARA LA
CUANTIFICACION DE ACIDO OLEANOLICO

Cantidad {gr)
QUINUA - ——— ==~ — — — — & 10

n-BuOH 80%  EtCH80% —— >

(1:2;1:1;2:1; 3x60ml.)
EXTRACCION POR GRADIENTE
(reflujo, bafio arena 115°Cx30')

FILTRAR (lana devidrio y whatman N2 1)

CONCENTRACION( +2-5mi)

VOLUMEN(25mLl.)

————————— 10
ALICUOTA(IOMI) == — = — = — — = 4
SECADO( Nz, 70°C)

H,0, 10ml.

1,4 dioxano, 10 mi.

H2S04 12N,20ml. >
HIDROLISIS

( baio arena 110°Cx1.5hrs)
HCCly (3x50ml.) >

EXTRACCION

———_ ,fase acuosa acida —» descartar
NGZ 304

CONCENTRACION

VOLUMEN (HCCIy,10ml) - - = — = - — — — -4

TLC(silicagel; 300.2) - - — - - - 01202
{ HCCIy : acetona’ beceno; 80:20:10; %)
vapor I, (momentaneamente)

|

CORTE, ELUCION (HCCly)

SECADO Y DISOLUCION { dcOH glacial,1ml.)
. (1),
Reactivo de color ' ':

dcOH glacial: Hp S04(1:1;4 ml) ———

REACCION 60°Cx 25"

LECTURA ESPECTROFOTOMETRO; 527 nm. (después de enfriamiento)
(1
Previo reposo de 2hrs.

A
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no necesita purificacidon previa perg si; reacciones de
derivatizaciodon para volatilizar las sapogeninas (4cido
oleandlico enktr= =2llas) dado su =2le2vado peso molecular
v la presenci1a de hidrdgenos actives en los grupos po-
lares (carbaoxilc e hidroxila).,

Se procedis del siguiente modo:

Para la obtencion de un extracto crudo de sapogeni-
nas se aplicd el metodo de Augustao (1979).

Para la eliminacidon de impurezas mediante cromato-
grafia en capa fina (TLC), algunos microlitros (equiva-
lentes a 12 mg de gquinualdel extracto crudo de sapoge-
ninas anterior, se sembraron en bandas de 3Scm frente a
un standard de 4cido oleanslizo, empleando un equipo
para tal fin marca CAMAG, modela LINOMAT IT1I, sobre
placas de vidrio recubiertas en el laboratorio con 0.5
mm d2 espesor de Silicagel G marca Merck. Se ensayoe el
sistema de desarrollo cloroformo:acetona:benceno(B80:-
20:103v/v) v el revelado s=2 realizs por exposlclan a
los vapores de VYodo.

Localizadas las manchas (Figura 32) vy eliminado el
vyodo remanente con coarriente de aire forzado, l1a banda
con Rf correspondiente al del Acido oleanslico (cuyo
standard fué sembrado paralelamente fue cortada y elui-
da con 15 ml de cloroformo sobre una columna de 1.2 cm
de diametro interno, para posteriormente realizar su

determinacion espectrofotométrica.



Solvente : Cloroformo-Acetona-Benzol (80:20:10)
Adsorbente : Silicagel G (Tipo 60), 0.5 mm.
Revelador : Vapores de Iodo

1. Sapogeninasda quinua

2. Acido Olcandlico (Standard)

- = - -

Ll muy fuerte
@ fuerte
] ddbil
T 7T muy débil

;—:"—m

[elp——toanum—
e

FIGURA 32 : CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA ( TLC) DE SAPOGENINAS
DE QUINUA.
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4.3.1.- DETERMINACION ESPECTROFOTCOMETRICA:

12 Reactivo del color:30ml de acido acetico gla-
cial, por lo menos de 96% de pureza, se diluyeron cui-
dadosamente en 30 ml de A&cido sulfdrico, por lo menros
de 96% de pureza,con agitaciéorn suave vy bajo corriente
de agua. Desples de la mezcla, el reactivo se agitd e-
nérgicamente y despues de dos horas de reposo estuvo
listo para ser wusado.

22 Solucion standard de acido oleanslico: 2 mg de
Acido oleandlico (puntao de fusiadn 298-301°C), se discl-
vieron en Iml de acido aceéetico glacial de pureza no
menaor de 95%.

32 Reaccion de coloriuma alicucta de 1la solucidn
standard se diluyd a Iml con Aacido acetico glacial y se
le adiciond 4 ml de re=activo de color, se mezcld bien y
se calentsd por 23 minutos a 60*1°C. Como blanco se uti
lizd una mezcla tratada en forma 1igual, compuesta par
iml de ééido acético glacial y 4ml de reactive de co-
lor.

En la muestra, la banda cuyo Rf corresponde al del
dcido oleandlico(Figura 32), fue llevada a sequedad vy
2l residuo disuelto en Iml de 4acido acético, prosi-
guiendose camoc en el caso del standard. Al adicionar el
reactivo de color se observa una coloraciém amarilla
tenue, que lentamente va virando a pdrpura.

Enfriadas las muestras a temperatura ambiente, 1la

medida del color pdrpura desarrcllado se efectud en
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espectrofotdmetra VARIAN DMS-20 UV-VISIBLE, programa-
ble, con cambio automiatico d= longitud de onda vy con
reglstrador. Se obtuvieron espectros de absorcion entre
351 y 730 nm; tanto del 4acido olearoelico como de la

banda cuyo Rf corresponde al del Aacido oleansdlico (Fi-

gura 33).
Se determind la media (X)), desviacian standard (S)
y coeficiente de variablilidad (C.V.) 2n cinco repeti-

ciones (cuadro 12).
El porcentaje de acido oleansdlico en quinua, se ha-
lla mediante la siguiente fdrmula:

% fAcldo oleandlico A, x T, x 100

A, x C,
donde: A, = valor promedio de tres absorbancias del
standard de 4acido oleanslico.
A, = valor promedio de tres absorbancias de la
muestra
C, = concentracidénm del standard, en ug/ml.

0
il

concentracidn de la muestra en el extracto
analizado, en ug de quinua/ml.

Se determind el porcentaje de Acido oleandlico gque a-
rroja el presente meéetodo (0.286%) estableciendose un
error de * 9.44% en la precisian. La exactitud fue eva-
luada por cromatografia de gas en alicuotas del extrac-
to crudo de sapogeninas (Figura 30), determindndose un
error en defecto del método espectrofotométrico respec-

to al gas cromatografico de -10.6%=0.28546-0.32 x 100)
0.32
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CUADRO 12
Medial(X), desviaciéon standard (S) y coeflciente de va-
riabilidad (C.V.) del cont=2nido d= Acido oleanslicc,

determinados en cinco reapeticiones.

Repeticionas Acido Oleanalico (%)
1 0.23%9
2 0.233
3 0.312
4 0.288
] 0.313
Media (X} 0.286
Desviacisn standard (S)" 0.027
Coeficiente de variabilidad (C.V.)",% ?.44
+ *
S = ‘ n(x-0*= C.V.(%)=_5 x100
v n-1 X

4.,3.2.- Expresion de &cido oleandlico en términos de
saponinas. Obtencion de saponinas semipurificadas.
El1 tenor de acido oleanalico es un indicador de los

niveles de saponinas presentes; pero se puede llegar a

expresar los resultados en términos de las saponinas

mismas. Es asi que se semipurificardan éstas, se tomara



un peso carccide (PLY vy se analizara el tensr da  acido
oleanslico (P_.) por cromatografia de gas para hallar un
factor (f= P, gue pa2rmita la transformacison P, de

dcido oleanalico a sapaonina:
Acido Oleandlico x f = saponinas.

Fue necesario purificar saponinas a partir de= 1la
misma quinua ya gue anteriormente se concluys que no se
podia wutilizar saponina blanca Merck del comercio por
ser de procedencia vy estructura diferente al de las
saponinas de quinua.

Para los trabajos de purificacidan se tomd como base
el trabajo de Ghosal et al (1281).

En la Figura 34 se esquematiza el procedimiento se-
guido, el cual bAasicamente consiste en partir d=2 un
polvillo rico en saponinas, tratarlo al soxhlet con
eter de petrdleo para eliminar impurezas liposolubles vy
extraer el residuo con etanal. Las saponinas semipuri-
ficadas son obtenidas mediante la concentracison del
extracto etanslico para su posterior precipitacian,

El porcedimiento en detalle esvcomo sigue:

los granos de quinua fueron escarificados en licua-
dora por tres segundos. El escarificado resultante fue
extractado al soxhlet con eter de petraleo (40-60°C
por 50 hrs. y luego con etanol absoluto (50 hrs.). Los
dos extractos fueron separadamente procesados.

El extracto de eter de petroleo (ETEPE) fue concen-
trado y luego de estar en almacenamiento, presentsd al-

gunos cristales bastante notorios al cabo de un tiem-
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un pesc cona@cide (P,) v se analizara el t=nor de acido
nleanolico (P..) por cromatografia de gas para hallar un

factor (f= ) que permita la transformacion de &cido

i

Tl

=

oleansdlico ; sapontina:
Acido Oleamnslico x f = sapoeoninas.
Fu& necesarilo purificar saponinas a partir de 1la
misma Quinua ya que anterlormente se concluyd que no se

podia utilizar saponina blanca Merck del comercioc por

A

ser de procedencia vy estructura diferente al de las

U

saponinas de gquinua,

Para los trabajos de purificacison s=2 tomd como base
el trabajo de Ghosal et al (1981).

£n la Figura 34 se esquematiza el procaedimiento se-
gulido, el cual basicamente consiste en partir de un
polvillo rico 2n saponinas, tratarla al soxhlet con
eter de petroleo para eliminar impurezas liposclubles vy
extraer el residuo con etanol. Las saponinas semipuri-
ficadas son obtenidas mediante la corcentraciaon del
extracto etanelico para su posterior precipitacioan.

£l parcedimiento en detalle es como sigue:

los granos de quinua fueron escarificados en licua-
dara por tres segundos. El escarificado resultante fue
extractado al soxhlet con eter de petréleo (40-60°C
por 30 hrs. y luego con etanol absoluto (30 hrs.). Los
dos extractos fueron separadamente procesados.

El extracto de eter de petroleo (ETEPE) fue concen-—

trado y luego de estar en almacenamiento, presents al-
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FIGURA 34._ FLUJO PARA LA OBTENCION DE SAPONINAS SEMIPURIFICADAS

QUNUA

ESCARIFICACION VIA SECA {Licuedera x3")

——————»quinug escarificada
POLVILLO

ETEPE (40-60°C)—

EXTRACCION AL SOXHLET (x5Qhrs)
——— EXTRACTO ETEREOC-CRISTALES» HIDROLISIS

POLVILLO AGOTADOQ CON ETEPE TMS-deiivcdos
EtOH absoluto —— l
GC
EXTRACCION AL SOXHLET (x50Qhrs.) R
ningun pico

— palvillo agotado con ELOH

EXTRACTO ETANOLICO

EVAPORACION (rotavapor)

REFRIGERACION

CENTRIFUGACION

——— sobrenadanta

PRECIPITADO

DESZCACION

[SAPONINAS SEMIPURIFICADAS| ( Peso=R)

HIDROLISIS

TMS-derivado

GC
l

|
[ACIDO OLEANOLICO](tenor=fR )

-0

4
R

[ACIDO OLEANQLICO x f= saponinas ( f =
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gunos cristales bastante notorios al cabos de un tiem-
po,los mismos que sufrieron un proceso de hidralisis vy
silanlzacion para su posterior 1nyeccian al cromatogra-
fo de gas. Los cromatogramas no mostraron ningun pico,
esto estaria indicando 13 ausencia de grupos polares
{carboxilos u hidroxilos? sobre los cuales actua =1
reactivo silanizante, esta constitucian debilmente po-
lar que se deduce estd reforzada también por su solubi-
lidad en eter de petroleo.

El extracto etandlico fue corncentrado a pequero vo-
lumen vy enfriado. La materia 1insoluble resultante fue
separada del sobrenadante por centrifugaction, para pos-—
teriorment=2 ser desecada y pesada (Peso = P, ). Tanto la
hidralisis como la cuantificacison por cromatografia de
gas del Acido oleandlico (Tenor = P_,) fueron efectuadas
segun Augusta(1979). Asi, fue hallado el factor(f=P, /-
P.) que transforma 4cidc oleandlico a saponinas Adicio-
nalmente, se obtuvo el esspectro de absorcisan de las
saponinas semipurificadas y se2 confronts con el extrac-
to cruds de saponinas.Figura 35. Las primeras mostraron

mayor pureza debido a un pico menos en su espectro de

absorcion.

4.3.3.— Relacian Sapogenina/azucar. Ensayos de ani-
lisis de azdicares por cromatografia de gas.
Por otro lado, se realizd paralelamente ensayos pa-

ra analizar azdcares por cromatografia de gas, con la
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FIGURA 35 | ESPECTROS DE ABSORCION DEL EXTRATO CRUDO DE
SAPONINAS DE QUINUA(—) Y DE SAPONINAS SEMIPURIFICADAS:
(---). .

nr



intencliaon de2 elucidar la estructura de una saponina
factible de aislar en ensayos futuros vy hallar asi la
relacién sapogenina‘azucar. Asi, se tratad glucosa stanm-—
dard con hidroxilamina hidroclorurao vy la oxima resul-
tante fué convertida a su trimetil silil eter para su
posterior andalisis gas cromatografico (Apendice 3).

Para optimizar los resultados de los anilisis que
se afectuen 2n el cromatografo de gas se determind los
flujos en funcién de la presion para 2! hidrdgeno, ailre
vy nitrogeno (Apendice 1) asi como también se optimizd
2l flujo de hidroégeno (Apendice 2). Por otro ladae se
procedis a limpiar, el detector wuna vez efectuado el
an4dlisis de compuestos silantzados, ya que frecuente-
ment2 s2 acumula Dioxido de Silicio cuando estos com-—
puestos son inyectados al cromatsgrafo de gas.

4,3.4.— CONCLUSIONES

12 El método espectrofotometrico propuesto arroja
un tenor porcentual de 4cido oleandlico de 0.286*0.027
vy presenta un error de 10.6%4 en defecto, respecto a la
evaluacisdn gas cromatografica (0.32%).,

22 La eliminacidn de impurezas del 4cido oleanclico
mediante la cromatografia en capa fina (TLC) preparati-
va salva el problema que presenta la falta de espesifi-
cidad del reactivo de color.

32 LLa TLC ensayada puede ser también utilizada para
obtener standard de &cido oleandlico.

42 El sistema de desarrollo ensayado cloroformo:
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acetora: bence2no (20:20:1035v/v) permitis uma buaena re-
solucian.

52 Las saponinas semipurificadas obtenidas arroja-
ron un tenor de Acido oleandlico de 11.74%, siendo ma-
yor que 21 obtenido por Augusto, 1272 (2.3&%).

652 Aplicando el factor de transformacion hallado
tendriamos:

0.286 x B.D5208 = 2.44% de saponinas.
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V.- CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES.

12 En estudios de saponinas de quinua, no se re-
comienda el uso como standard de la saponina blanca
Merck.

22 Para andlisis cuantitativos de 4acido oleans-
lico, se propone un lambda maximo de S27 nm y la elabo-
racion de una curva de calibracién en un rango de &0 a
480 microgramos (1.2 a 9.6 mgr/100ml).

32 Se determind la absortibidad especifica para
el Acido oleanolico: E'*, .. 927nm=567.80. Esta absorti-
bidad especifica permite las cuantificaciones futuras
sin necesidad de standard, presentando asi el método
2spectrofotométrico una gran ventaja respecto al gas
cromatografico.

42 E1 flujo de Augusto(1?79), ofrece la mayor re-
cuperacison de Acido oleandlico (0.32%).

52 EIl 4cido oleandlico constituye un 82.04% de
las sapogeninas totales. Egte resultado es similar al
aoabtenidao por Augusto, 1979 (79.3%).

62 Se determins la relacion:

dcido oleandlico x 1.2189 = sapogeninas.

72 E1 método espectrofotométrico propuesto arroja
un tenor porcentual de acido oleandlico de 0.2846*0.027
y presenta un error de 10.6% en defecta, respecto a la
evaluacién gas cromatografica (0.32%)

82 La limpieza del 4cido oleandlico mediante 1la
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craomatografia en gcapa fina (TLC) preparativa salva al
problema gque presenta la falta de especificidad del
reactivo de color de Lieberman Burchard modificado.

?2 La TLC ensayada puede también ser usada para
la obtenciseon de standard de Acido oleandlico.

102 El sistema de desarrollo ensayado, cloroformo:
acetona: benceno (80:20:10 v/v) permitid una buena re-
solucian. |

112 Las saponinas semipurificadas obtenidas arro-
jaron un tenor de 4&cido oleandlico de 11.74%, siendo
mayar que el obtenido por Augusto, 1979 (2.36%)

122 Aplicando o1 factor de transformacién hallado
tendriamos:

0.286 %x 8.3208 = 2.44% de sapaninas.
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VII.- APENDICES

APENDICE 1

Determinacion do los flujos Fml/min.) en funcisn de 1la

presison._ P(lbr/pulg®) en el cronomatségrafo de gas.

Curvas de aire, hidrogeno v nitrdégeno.

12 ANTECEDENTES.

La literatura que trata sobre cromatografia de gas,
generalmente reporta flujo, en ml/min.; pero en el
2quipo sodlo se puede obtener directamente wvalores de
presién, en 1lbr/pulg.” mediante el mandémetro del equipo
{(psig). El flujo se puede obtener a través del medidor
de flujo "Bubble- o —-Meter" 21 cual es un dispositivo
sencillo de vidrio que se conecta a los conductos; perao
psta medicion s menos practica.

£E1 flujo estd determinado por la columna, longitud de
los conductos, temperaftura, etc. Cada columna arrojara
perdida de carga diferentes en funcidn a la densidad de
relleno gque tenga, asi mismo, al variar la temperatura,
también varia el flujo.

La columna que se utilizéd fue la 3USE-30 Chrom W-AW-
DMCS 30/100, de vidrio, de &' de largo x 2mm de didme-
tro interno. La temperatura fue ambiental (egquipoc
apagado)? Equipo: Cromatografo de gas @marca Perkin

Elmer, modelo 3920, detector FID.



22 0OBJETIVQ.

Mediante curvas o ecuaciones, dsducir los flujos a los
cuales se encuentra c/u de los gases, cuando se tiene
datos de presion marmametricos.

32 PROCEDIMIENTQ.

Para hallar las curvas de los tres gases mencionados
anteriormente, se procedis de sgte. maodo: el Bubble - o
~Meter se conectsd a un dispositivo del dektector, el
DETECTOR CAP, vy para cada presian manométrica (A)Y, se
determino el tiempo (B) que tarda la burbuja en reco-
rrer  un volumen determinado, que puede ser de 1,10 5
100 ml. Con los valores de ftiempo y volumen y con ayuda
del grafico NOMOGRAFPH se obtierne los valores de flujo
(CY», en el ml/min.

Ejemplo: para el hidrdgeno, se aobtuvo los sgtes. valo-

res:

A | Presion (psig) 5 Jto | 15 |2 |23 |30 | 35| 40

B Tiempo que demora
la burbuja en re- 26.3 (6.8j2.9311.81}1.25]0.9310.73]0.6!
correr un volumen

c Flujo (ml/min) 2.3 19.0120.5132.0}46.0162.0178.0194.0

Se obtuvo una buena correlacidn al ajustar una para-
bola mediant2 los minimos cuadrados, de 1a forma Y =
a.+a,x+a,x%, haciendo a.=0 ya que pasa por el origen.

LY =a,ZX+a,Ix?

ZXY=a,Ix®+a,Zx?

IX®Y=a,ZXP+a, X"
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APENDICE 2

OQptimizacion del flujo de hidrégeno en el detector de

ionizacion de llama(FID) del cromatégrafo de gas.

ANTECEDENTES.

Para cualquier flujo dado en el gas de arrastre, hay
una velocidad de flujo optima de hidrogeno vy de aire
para el Detector de Ionizacion de Llama al cual la
sencibilidad y la linearidad del detector estdn a un
maximo.

La velocidad de flujo dptima para o1 hidrégeno, esta en
el punto de madxima respuesta del détector. La velocidad
de flujo aptima para =21 aire en el FID segun el manual
es 550 ml/min. aprox. y para el equipo en el cual esta-
mos trabajando: Cromatégrafo de gas Perkin Elmer, serie

3?220.

PROCEDIMIENTO.

Variando las velocidades de flujo del hidrageno se
obtuvo diferentes respuestas del detector, encontran-
dose la maxima respuesta a 30.92 ml/min. (20 psig)
aproximadamente. Previamente se habia colocado los
flujos de aire y nitrdgeno a 3546.3 vy 23.9m1/min respec-
tivamente. La curva tipica que aparece en estos casos

es muy similar a la obtenida.

133
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APENDICE 3

Andlisis de azucares por cromatogradfia de gas(GC).

12 Alcances del Método:

Se puede obtener resultados cuantitativos y reproduci-
bles. Se puede analizar mezclas que contengan de 20 a
30% de aqua, esto es ventajoso si tenemaos en cuenta que
generalmente en este tipo de andlisis, las reacciones
de silanizacién se realizan en condiciones extrictamen-
te anhidras.

Se puede analizar jarabes de azdacares, hidrolizados dé
celulaosa (madera) y almidén (maiz) y en general produc-
tos fermentecibles para un control en proceso de pro-
duccion de alcohal.

Asi mismo, podria ser utilizado en la elucidacidn de la
estructura de glicoesidos, previa hidralisis. También,
disponiendo de standares, na sélo se podria analizar

monosacdridos, sind también disacaridos.

22 FUNDAMENTO:

Ha sido e2stablecido que los azducares pueden ser conver-
tidos cuantitativamente a sus TMS-eteres; pero la mayor
dificultad radica en que cada monosacaridao libera una
mezcla conteniendo andmeraos alfa y beta de piranosidas
y furansosidos, esto trae como consecuencia no salo
problemas de resolucisén, sinéd también, la necesidad de

analizar varios picos. Esta dificultad puede ser salva-
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da cuando los azucares son tratados con hidroxilamina
hidrocloruro y las oximas resultantes son convertidas a

sus trimetil silil eteres.

32 PROCEDIMIENTO.

La glucosa fue tratada con Hidroxilamina hidrocloruro vy
la oxima resultante fue convertida a su TMS-eter por
adicidn de Trimetil-sililimidazol TMSI. La Glucosa y la
Hidroxilamina hidroclururo fu ron solubilizadas en
piridina previamente destilada con K{(OH). Se inyecta
0.2 microlitros sobre una columna de vidrio de 6'x 1/4*
0.D. empaquetada con 3% de SE-30 sobre Anakrom ABS,
mesh 80/90. Gas de arrastre: N;, 33ml/min. (18psig);
hidrogeno: 21 psiqg; aire: 48 psig. Detector: FID.
Velocidad de la carta 20 mm/min. Rango x 146, Atte. x
100. Temperatura de la columna: 125°C; inj.: 240°C;
manifold: 24&0°C. Cromatografo de Gas Perkin Elmer,

modelag 3920.

42 RESULTADOS Y DISCUCION.

El pico resultante es aceptable, se muestra en el
cromatograma adjunto, con un tiempo de retencian apro-
ximado de 0.9 minutos.

El pico resultante podria mostrar un mejor perfil
utilizando la columna recomendada por la literatura:
&'x 1/8" 0.D. empaquetada con 2 a 3% de 0OV-17 saobre

chromosorb W(HP) 80/100 mesh.
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\_

CROMATOGRAMA DEL TRIMETIL SILIL ETER

OE LA OXIMA CE GLUCOSA,COLUMNA: 5% SE
- 30 SOBRE ANAKROM ABS.
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APENDICE &

Limpieza del detector de ionizacion de llama (FID) del

craomatoqrafo de gas.

ANTECEDENTES.

El equipo prendia dificilmente y presentaba variaciones
muy signifcativas en la respuesta. La revision de lite-
ratura informa de la posibilidad de acumulacion de Dio-
xido de Silicio en el detector lo gue ocbturaria el JET

del FID.

Por lo anteriormente expuesto, se procedid a limpiar el
detector.

PROCEDIMIENTO.

Al desamblar el FID, se observd en el electrodo un pol-
villo blanco, semejante af descrito por la literatura,
2l cual tambien se encontraba en el JET obturando el
canal de salida de los gases. El electrodo fue limpiado
con una escobilla y posteriormente lavado con Metanol.
Se intentd limpiar el JET "in situ", con un mondadien-
tes y flujo de nitrageno, lo que no did resultado

favorable, por lo que se procedié a cambiarlo por uno

nuevao.

RESULTADGS.

Con 21 JET nuevo del detector (FID), 21 egquipo no mos-—
traba dificultad al momento de ser prendido y las picos

mostraban reproducibilidad.



APENDICE 5. TERMINOS USADOS EN ESPECTROFOTOMETRIA

TERMINO  SIMBOLO DEFINICION - OTROS NOMBRES INTERPRETACION
Absorbancig A A: Ig }° -Logurmmo en bose 10 delo elcign e tensidad de oo, * Densidad ophca exincion
: ¢idn ncidente respecto ol transmitido. {E).
Absorfibidad YL T, por wnidad de concentracidn y ongitud de cab o  Coefcene d exincion cbg.
da. Donde; ¢ion especmco |nd|ce de
= longitud del paso de absorcion de fo celdg, e, obsorbancio, 51
¢ concentracion, gr./ir. " It 4en
n,
% Clye/00ml)
A
Cocficiente de A . . N o
sheorcion molar £ c:-l- + Absorbanci de una solucion conteniendo 1 mol/Jir, *Cogficiente de exfincion
molar, ¢
1 Clmol/)
ley delombert y pede ! | A 12t
Jeer Es generalmeme eplcable a concentrociones inferires g
10°% mol/lir Se recomienda hacer I lecturas enun rango -
de absorbncia de 0.1 o 0.7 (80020% de.T)
¢
Tasmiada T Teme L. +Reacon del poder radiante fransmitido por o muestra respec. « Transmicidn

lo 10 ol poder radiante incidente sobre o muestra A¢ Ig
(donde T esta doda en tanto por uno)

Cugndo una luz menocromatica de intensidod 1, ncide sobre ung susioncm(contenlda £n una cubefo) experimenta ung descomposicon: 1,2 L4114, donde. T =
reflejoda, I, dispersada y Iy? absorbida. Tratandosede soluciones diluidas puede eliminarse 1, llevando o cabo ung medida de comparacign con disolvente puro
bajo los mismas condiciones, 1, puede eliminarse procurando una absolula claridad. Ef cociente I/hse lloma transparencia,y &! logariimo gecimal de su inversa,

og, e 4, absorcon,

8
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APENDICE 6:  REGRESION LINEAL DE "Y" SOBRE "X" Y COEFICIENTE
DE_REGRESION

A L3 ’
Yso+bX - L - - - ecuacion de regresion
donde : .
S < X
b_?(Xi'x )(Yi'Y) EXY-(E-#-L) SPde XY o .,
— = 3 = - - - coeficiente de regresion
=(Xi-X) ({=X) SCde X
4 i 5)(2— -
n
La=Y-bX L termino constante de regresion
Ya
ay (Y-9)
tag ¢ =< -=b=-———0
v (xx) 9987 TP xx)
A } d=ty-Y) A - < .
Y . Y= 1b(X-X) ecuac. de regresion
(y-¥) A -
g ] Y=(Y-bXHbX
- - —
( A
X,Y) (x.¥) $. & +bX
A o -
Y= ¥ +b0-X) Ay, w .
L > Y=valor esperado estimado mediante la
X X X ecuc. de regresion.
DEDUCCION DE FORMULAS '
a=Y+bX(ya que a X le corresponde Y)- - - - =~ ———— Q)
d A 2 _ - " . _
ax =(Y-Y) =0 (pora que sea MiINiMO) - = = =~ — — — — — ®
A o i 7g.
Y=Y+b(X-X)del grafico) = = = =~ = = = — = — ——— ®
A A
Y=atbx(de D en P )- === - = — = — = — - — @
d 2
ax E[(y—bx)-cEI=O (de@en@ N )
= (y-bx-a)=0 ( derivando y eliminando térrﬁinos) —————— @
z[(y-y)~blx-x)] 0 (de(Den@®)---~ -~ =~ ——— @

. =y-§){x-X) (mulﬁplicando ambos miembros por (x-X) y

=(x-X)? |despejando b")

.=XY | Cuando paso por el origen { haciendo a=0 y multipli-
=x2 | cando por "x"“en ©)).
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