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RESUMEN

Introduccion: la especie Sapindus saponaria L. se encuentra ampliamente
distribuida en el continente americano. La abundante presencia de saponinas que la
caracteriza, le confiere un elevado valor farmacolégico, por lo que determinar la
concentracion de este metabolito y la presencia de otros en las diferentes partes de
la planta, permitird desarrollar futuras evaluaciones bioldgicas.

Objetivos: determinar cualitativa y cuantitativamente saponinas en los extractos
acuosos de las semillas, tallo y frutos de Sapindus saponaria L., asi como identificar
la presencia de otros metabolitos secundarios de la planta.

Métodos: los extractos (infusion y decoccion) se prepararon con los frutos,
semillas y tallos de la planta. Se utilizé el método de extraccion mediante
solventes, y se aplico las técnicas de infusion y decoccién. Para identificar la
presencia de metabolitos secundarios se realiz6 el tamizaje fitoquimico a todos los
extractos acuosos. Se realiz6 el ensayo de hemodlisis de eritrocitos para determinar
las concentraciones de saponinas en los extractos. Los carbohidratos y las proteinas
detectadas se cuantificaron por los métodos de Orcinol Sulfarico y Lowry, al
respecto.
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Resultados: el tamizaje fitoquimico sugirié la presencia de saponinas, taninos,
azucares reductores y flavonoides en los tres extractos. La mayor concentracion de
saponinas se encontré en el extracto del pericarpio del fruto, seguido por el de las
semillas y el del tallo. La concentracion de carbohidratos y proteinas fue mayor en
el extracto del fruto que en el resto de los extractos evaluados.

Conclusiones: los extractos acuosos obtenidos contienen metabolitos secundarios
de elevado interés farmacolégico. Las saponinas se encuentran a elevadas
concentraciones en el fruto, mientras que, carbohidratos y proteinas estan
presentes a bajas concentraciones en los tres extractos.

Palabras clave: Sapindus saponaria L, saponinas, hemdlisis de eritrocitos,
carbohidratos, proteinas.

ABSTRACT

Introduction: the species Sapindus saponaria L. is widely distributed in America.
The abundant presence of saponins is characteristic of this specie and it offers a
high pharmacological value. Determine the concentration of these metabolites in
various plant parts; allow the development of biological assessments.

Objectives: to determine qualitatively and quantitatively the presence of saponins
in aqueous extracts of seeds, stems and fruit of Sapindus saponaria L. and identify
other metabolites that may be present in the plant.

Methods: the extracts of the plant, with the fruits, seeds and stem was prepare.
The extraction by solvent method and the infusion and decoction techniques was
used. To identify the presence of secondary metabolites a phytochemical screening
was performed on all extracts. Erythrocyte hemolysis assay was used to determine
the concentration of saponins in the extracts. The carbohydrates and proteins were
quantitatively determinate by Orcinol Sulphuric method and Lowry method
respectively.

Results: the phytochemical analysis suggested the presence of saponins, tannins,
reducing sugars and flavonoids in the three extracts. The extract of the pericarp
had higher concentration of saponins, followed by the seeds and stem. The
concentration of carbohydrates and protein was higher in fruit extract than in the
rest.

Conclusions: the agueous extracts obtained by conventional methods, contain
secondary metabolites of high pharmacological value. The saponins are found in
high concentrations in fruit; however, the carbohydrates and proteins are present
at low concentrations in the three evaluated extracts.

Key words: Sapindus saponaria L, saponins, erythrocyte hemolysis,
carbohydrates, proteins.

INTRODUCCION

La especie Sapindus saponaria L. originaria de América tropical, se distribuye desde
el sur de Estados Unidos, Centroamérica, Venezuela, Ecuador, Peru, Colombia y
Brasil.® Pertenece al género Sapindus L. (Sapindaceae) formado por unas 12
especies de arboles o arbustos, distribuidos por los trépicos y subtrépicos del
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mundo. Las conocidas propiedades detersivas de las especies pertenecientes a este
género, se las confieren las saponinas.?

Las saponinas son glicosidos hidrosolubles, con propiedades tensoactivas y
hemoliticas, ambas atribuidas a sus caracteristicas estructurales de naturaleza
anfifilica. Estos metabolitos también pueden ejercer una amplia actividad biologica
y farmacolégica, destacandose su efecto piscida, insecticida, anti-protozoos, anti-
inflamatorio, leishmanicida, anti-trichomonas, anti-agregante plaquetario,
broncolitico, hipo-colesterolémico,?* asi como su actividad citotéxica frente a varias
neoplasias.*” Estos informes sitlan a las saponinas del género Sapindus L. entre
los metabolitos secundarios con elevado valor farmacoldgico. No obstante, resulta
necesario para realizar evaluaciones de actividad bioldgica de esta planta,
determinar a priori las concentraciones a las que se encuentran sus metabolitos, a
fin de establecer las partes de la planta a emplear para la obtencion de los
extractos, asi como la posible composicién de los mismos.

El ensayo de formaciéon de espuma, asi como la técnica de hemolisis de eritrocitos
constituyen métodos sencillos y rapidos para detectar la presencia de saponinas en
un extracto.® La técnica de hemdlisis es ademas, un método espectrofotométrico
convencional que permite no so6lo cuantificar las saponinas sino también determinar
su actividad hemolitica.®-12

Sobre la base de lo antes planteado el presente estudio tiene como objetivos,
determinar cualitativa y cuantitativamente saponinas en extractos acuosos de
semillas, tallo y frutos de Sapindus saponaria L; asi como identificar otros
metabolitos secundarios que pudieran estar presentes.

METODOS
Material vegetal

El material vegetal (frutos y tallo) de Sapindus Saponaria L. fue colectado en el
Bosque Politécnico ubicado a 2 ¥2 Km de la ciudad de Calceta, Canton: Bolivar, en
la provincia de Manabi (Latitud: 0° 50°51,36” S; Longitud: 80° 9749,79” W; a una
altitud media de 86 metros sobre el nivel del mar), Ecuador. Se realiz6 la
recoleccion en el horario de la mafana entre las 10:30 a.m. y las 11:00 a.m. a una
temperatura de 23 °C, durante el mes de enero del 2013, luego de la época de
floracion de la planta. Los frutos y el tallo fueron identificados taxondmicamente por
el analista e Ing. Servio Pachard Vera y el técnico agricola Alfredo Pinargote
Zambrano ambos profesionales de la Escuela Superior Politécnica Agropecuaria de
Manabi “Manuel Félix Lopez”. (ESPAM-MFL). El cédigo de registro para frutos y tallo
es (2013XI1115 Ss01/F) y (2013XI1115 Ss01/T) respectivamente.

Las partes afectadas por insectos o con signos de dafio se desecharon y el resto se
fracciond con ayuda de una tijera y una prensa en el caso de las semillas, por su
mayor dureza. El material vegetal se separé en fruto, semilla y corteza del tallo; se
lavé con abundante agua corriente para eliminar los restos de tierra y después se
realizé un altimo lavado con agua destilada. Detras se sec6 sobre papel de filtro a
temperatura ambiente, por Ultimo se determiné la masa utilizando una balanza
analitica (Sartorius AG, China).
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Extraccion

En la preparacion de los extractos se utilizé el método: extraccion mediante
solventes, mediante las técnicas de extraccion soélido—liquido: infusién y decoccion.®

Para ello, se utilizé el material vegetal fresco, del cual se pesaron 29,93 g en los
casos del fruto y la semilla y 34,39 g de corteza del tallo para obtener extractos

acuosos en proporcion 1:1 masa/volumen (m/v), procediendo a realizar la infusiéon

con el fruto y la corteza del tallo, y una decoccién con las semillas. Después los

extractos se filtraron utilizando papel de filtro y se liofilizaron en bulbos de cristal
10 R los cuales una vez rotulados se almacenaron de 4 a 8 °C hasta su uso.

Determinacion de pH e Indice de Refraccion

El pH de cada extracto fue determinado en un equipo medidor de pH (PHSJ-4A,

China). Por su parte el indice de refraccion se determiné en un Refractometro

(ABBE, China).

Tamizaje fitoquimico de los extractos acuosos

En la tabla 1 se muestran los ensayos realizados a los extractos acuosos de S.

saponaria L.

Tabla 1. Estudio fitoquimico de los extractos acuosos de 5. saponaria L.

Metabolitos
secundarios

Alcaloides

Azicares reductores

Saponinas

Flavonoides

Compuestos
fendlicos y/o taninos

Estructuras
polisacaridicas

Ensayos
cualitativos

Ensayo
de Dragendorff

Ensayo de Fehling

Ensayo de la espuma
(agitacion por 5 min)

Ensayo de Shinoda

Ensayo
de Cloruro Férrico

Ensayo de Mucilagos
(Refrigerar de 0-5 "C)

Observaciones

Cpalescencia (+),
turbidez definida {++),
precipitado. (+++)

Coloracién o precipitado
pardo rojizo. (+++)

Espuma persistente por
mas de 2 minutos.
(+++)

Alcohol amilico
coloreado de amarillo,
naranja, carmelita o rojo
intensos. (+++)

Compuestos fendlicos
Coloracién a rojo-vino.
(+++)

Taninos pirocatecélicos
Coloracion verde
intensa. (+++)

Taninos pirogalotdnicos
Coloracion azul. (+++)

{+) Consistencia
gelatinosa.
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Cuantificacion de Saponinas
Ensayo de hemodlisis de eritrocitos

La determinaciéon cuantitativa de saponinas en los extractos se realizé6 modificando
la técnica descrita en el protocolo “Red Blood Cell Test System”.1*

Obtencién y preparacion de la sangre

La sangre fue colectada de carneros saludables procedentes del CENPALAB, se
utilizé tubos plasticos de centrifuga (Corning, EUA) que contenian 5 mL de tampén
citrato en los cuales se adicionaron 45 mL de sangre por cada uno, se homogeneiz6
suave, para obtener a ultima hora una concentracién 1:10 citrato: sangre.

Aislamiento de los eritrocitos y obtencién de la suspension

Se centrifugaron 2 mL de sangre a 1500 x g por 15 minutos a temperatura
ambiente, se aplicé una centrifuga para viales Eppendorf (Heraesus, Alemania). Se
extrajo el sobrenadante de la superficie al cuidado y el precipitado se lavé 4 veces
con Tampon Fosfato Salino isotoénico, pH 7,4 (TFSi).

La determinaciéon del nUmero de eritrocitos en suspension se realiz6 mediante
conteo en camara de Neubauer, para lo cual se tomé un alicuota de la suspension
de eritrocitos, se realizaron diluciones seriadas hasta 1/100 000 en TFSi, se calcul6d
el nimero total de células para 1mL de la suspension y finalmente el volumen
necesario para obtener 8 x 10° células en suspension.

Preparacion de las muestras

Se disolvié cada una de las muestras liofilizadas de los extractos de tallo, semilla 'y
fruto en el volumen de TFSi necesario para obtener disoluciones a concentraciones
de 1mg/mL en cada caso. Paralelo se prepar6 una disolucion de saponina patrén
(SIGMA, EUA) Quillaja saponaria Molina a una concentracion de 0,5 mg/mL en TFSi.

Procedimiento del ensayo

En viales independientes Eppendorf de 1,5 mL se pipetearon los volumenes
siguientes de cada muestra de extracto y de la saponina patrén al respecto: 0, 10,
20, 30, 40, 50, 60, 70 y 80 pL. Detras se complet6 cada vial con TFSi hasta
alcanzar un volumen final de 975 pL. En otros dos viales independientes se
afadieron 975 pL de agua destilada y 975 pL de TFSi, para obtener el 100 % y el O
% de hemodlisis, respectivamente.

A continuacion se afiadié una alicuota de 25 L de la suspension de eritrocitos que
contenia un aproximado de 8 x 10 ° células/mL a cada vial y se incubaron por 10
minutos a temperatura ambiente, se agité suave, en una zaranda (Stuart Scientific,
Inglaterra). De seguida, se centrifugaron a 1500 x g durante un minuto, 300 pL del
sobrenadante, se depositaron en una placa de 96 pozos de fondo plano (Costar) y
en conclusidn se determiné la absorbancia de las muestras y el patrén a 540 nm,
en un lector de placas (Amersham, EUA).
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Cuantificacion de Carbohidratos y proteinas

La concentracion de carbohidratos fue determinada en los extractos segun la
técnica Orcinol-Sulfurico descrita por Bruckner en 19952 y la concentracion de
proteinas en los extractos fue determinada por el método espectrofotométrico
referido por Lowry en 1951.14

Procesamiento de los datos

La actividad hemolitica del patron Quillaja saponaria M. dada en unidades de
Densidad Optica (D.O) se plote6 contra los valores de concentracion ensayados,
para obtener una curva de calibracion correcta ajustada, al utilizar el método de los
minimos cuadrados (Microsoft Excel, version 97-2003). A la postre se interpolaron
los valores de D.O de los extractos en la curva de Q. saponaria M, y se calcul6 asi la
concentracion de saponinas de cada una de las muestras. En el analisis de los
ejemplos, asi como, el procesamiento de los datos para la obtencién de la curva de
saponina patrén, se tomaron en cuenta tres réplicas del ensayo. El analisis
estadistico se realizé6 mediante el test U Mann Witney utilizando el paquete
comercial Statistic para Windows (Release 4.2, Stat Soft, Inc USA). Se consideraron
los niveles de significacion: p< 0,05.

RESULTADOS

La tabla 2 resume las propiedades organolépticas de los extractos acuosos del
pericarpio del fruto, semillas y tallo de S. saponaria L, donde se observan las
principales diferencias en cuanto a color, sabor y tactilidad. Ademas, se indican los
valores de pH e indice de refraccion calculados para los extractos, previo a la
liofilizacion.

Tabla 2. Propiedades organclépticas de los extractos, pH e indice de refraccién

Propiedades Frutos Semillas Corteza del Tallo
Color Amarillo-MNaranja Amarillo blanquecino | Pardo rojizo
Olor Caracteristico Caracteristico Caracteristico
Sabor ??:trr?l?gente ?r;:trr?l?lgente Amargo
Viscosidad Mayor viscosidad Similar al agua Similar al agua
Tactilidad Sensacion jabonosa | Similar al agua Similar al agua
pH 53,0213 66,0842 7,009
IR 1,6175 1,6123 1,6090
111
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Andlisis fitoquimico

En la tabla 3 se muestran las clases de metabolitos secundarios detectados,
mediante el tamizaje fitoquimico y las principales observaciones referentes a cada
ensayo.

Tabla 3. Tamizaje fitoquimico de los extractos acuosos de fruto, semilla y tallo
de Sapindus Saponaria L.

Sapindus Saponaria L.

Ensayos Metabolitos Fruto Semilla Corteza del tallo
Observaciones Observaciones Observaciones
Dragendorff | Alcaloides + opalescencia +++ Precipitado - -
. . . .. Precipitado
. Azlcares Precipitado Precipitado : .
Fehling reductores Tt rojo ladrillo Tt rojo ladrillo Tt rojo I_adrlllr:r
mas intenso
Espuma Espuma
Espuma Saponinas +++ de 5,5 cm +++ de 5 mm - -
persistente persistente
Taninos o
%gﬂr_gg& compuestos +++ ?.;Et;ieso +++ ::gﬁﬁna +++ Rojo vino
Fendlicos
. . Amarillo Maranja
Shinoda Flavonoides + intenso - - +++ fuerte
Estructuras Mayor Menor Consistencia
Mucilagos del tipo +++ consistencia ++ Consistencia | + poco
polisacaridicas gelatinosa gelatinosa gelatinosa

Leyenda: (+) Presencia escasa, (++) Presencia relativamente abundante, (+++) Presencia abundante,
(-) Mo detectado.

Cuantificacion de Saponinas

Las concentraciones de saponinas de los extractos determinadas mediante la curva
de calibracion de Q. saponaria M. (y= 0,371x-0,44; r= 0,9388) se muestran en la
tabla 4. Como se puede observar, la concentracion de saponinas en el extracto del
fruto es mayor que en los extractos de semillas y tallo, en los cuales estos
metabolitos se encuentran a bajas concentraciones.

Tabla 4. Concentracion de saponinas en los extractos acuosos de frutos,
semillas y |a corteza del tallo

Extractos Concentracién de Faponinaﬁ Cae_ﬁci_e:nte
(pg/mL) de Variacién (%)
Fruto 7570 £ 1,34 0,45
Semilla 173,0 £1,11**° 0,48
Corteza del Tallo 30,5 £ 0,13 0,31

*Datos como Media + EEM (error estandar de la media).
*p< 0,05; **p< 0,01; ***p< 0,001 comparacion con extracto del fruto.
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Cuantificacion de Carbohidratos y Proteinas

Las concentraciones detectadas en cada extracto quedan reflejadas en la tabla 5,
donde se puede observar la baja concentracion de estos compuestos en los tres
extractos, no obstante, la mayor concentracion de proteinas y carbohidratos se
determind en el pericarpio del fruto.

Tabla 5. Concentracidn de proteinas, carbohidratos
en extractos acuosos de frutos, semillas y tallo

Proteinas | Carbohidratos
Extractos

(mg/mL) (mg/mL)
Fruto 2,960 18,741
Semillas 1,873 3,566
Corteza del tallo 0,582 0,883

DISCUSION

Una gran diversidad de usos medicinales se refieren para diversas especies del
género Sapindus y es posible agruparlos de acuerdo, a sus efectos sobre los
sistemas: genitourinario (estimulante uterino, abortivo, antiandrogénico), nervioso
(Epilepsia), respiratorio (expectorante, asma bronquial) y sobre la piel (antifungico,
antiinflamatorio). Las saponinas son glicésidos con elevado potencial farmacoldgico
en la terapia del cancer;*®y estan presentes con gran abundancia en las especies
pertenecientes a este género. Por su marcada solubilidad en agua las técnicas de
extraccion: infusion y decoccioén, fueron seleccionadas para obtener los extractos de
Sapindus saponaria L, utilizan el agua como menstruo o disolvente. Ademas, las
infusiones o decocciones son las formas mas comunes de preparacion tradicional de
los extractos, que también son utilizados como: antiulcerosos, espasmoliticos,
insecticidas, nematicidas.?

Segun lo que se observo, los metabolitos secundarios de mayor abundancia fueron:
saponinas, flavonoides, azucares reductores y taninos. Otros autores han descrito
la presencia de algunos de estos metabolitos en esta especie y otras del mismo
género.?1516 Estas coincidencias se deben a la estrecha relacion quimiotaxonémica
que presentan las especies del género Sapindus, por lo cual se refieren actividades
biolégicas similares.

En un estudio fitoquimico que realiz6 Sosa en 1998,'° a la especie Sapindus
saponaria L. que crece en Cuba, se informa la ausencia de alcaloides y taninos en
todas las partes de la planta. Estos datos son contradictorios a los resultados
mostrados en el presente trabajo, para esta misma especie procedente de Ecuador,
pues el ensayo de cloruro férrico sugirio la presencia de taninos en los tres
extractos evaluados. Por otra parte, el ensayo de Dragendorff supone la presencia
alcaloides en semillas y en menor medida en el pericarpio del fruto. Estas
diferencias estan asociadas a factores extrinsecos e intrinsecos que influyen
directamente en la composicidon quimica de las plantas como son: la edad de la
planta, el clima, la temperatura, la luz, la humedad, la altitud e incluso factores de
origen bioldégico.®
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Las propiedades detersivas de las saponinas favorecen el uso popular de las
especies que las contienen, pero también les confieren una actividad biolégica muy
peculiar asociada a su toxicidad,'” denominada actividad hemolitica. Algunos
autores plantean, que las saponinas son capaces de formar complejos con los
esteroles de la membrana celular de los eritrocitos, en consecuencia ocurre un
aumento de la permeabilidad celular, continuo de la ruptura de la membrana del
eritrocito y la pérdida o liberacion de la hemoglobina.'®2° Sobre la base de este
mecanismo fue posible detectar y cuantificar las saponinas en los extractos acuosos
de Sapindus saponaria L. Las saponinas presentes en esta planta demostraron un
efecto directo sobre los eritrocitos, lo cual posibilitd su cuantificacion mediante el
ensayo de hemolisis cumplido, se utiliz6 como referencia concentraciones conocidas
de una saponina comercial.l! La actividad hemolitica asociada a la presencia de
saponinas ya sean de origen esferoidal o triterpénicas ha sido observada por otros
investigadores, no so6lo para los extractos de S. saponaria L. sino también, para
extractos de otras especies que de igual forma presentan elevadas concentraciones
de estos metabolitos secundarios.®21-23

Los carbohidratos son componentes universales de los organismos vivos; se forman
como resultado de la fotosintesis, constituyen el punto de partida para todo estudio
que se realice en las drogas vegetales, pues a partir de ellos y por reacciones
orgéanicas subsiguientes, las plantas sintetizan una gran diversidad de
metabolitos.824

En los extractos evaluados las concentraciones de carbohidratos determinadas,
avalan los resultados del ensayo cualitativo para la determinacion de estructuras
del tipo polisacaridicas, donde la mayor consistencia gelatinosa fue observada en el
extracto del pericarpio seguido por el de las semillas y por ultimo el del tallo, lo cual
coincide con el orden decreciente de concentraciones de carbohidratos calculadas,
pues son estructuras que en las plantas pueden actuar como vehiculos de retencion
de agua (mucilagos).?®

A su vez, se debera tener en cuenta para futuros estudios, las proteinas
cuantificadas en los extractos, si se deseara purificar las saponinas contenidas en
ellos. Ademas, las proteinas pueden influir en la formacién de espuma?® e interferir
en el ensayo cualitativo para detectar saponinas en los extractos, se puede dar
respuesta a las diferencias mostradas entre el resultado del ensayo de espuma y
las concentraciones reales de saponinas calculadas mediante el ensayo de
hemodlisis. Pues tanto para el extracto del pericarpio del fruto como para el de las
semillas este ensayo fue positivo, sin embargo, la concentracién de saponinas en
las semillas no es notable.

El género Sapindus y dentro de éste, la especie S. saponaria L. constituye una de
las plantas cuyo uso tradicional es un legado ancestral, avalado por trabajos
cientificos que lo corroboran.?#27 Sobre la base de este estudio se puede concluir
que los extractos acuosos de esta especie, obtenidos por métodos convencionales,
contienen metabolitos secundarios de elevado interés farmacoldgico, lo cual
justifica el uso popular. Las saponinas, como quedd descrito, se encuentran a
elevadas concentraciones en el fruto por lo cual se sugiere realizar ensayos de
actividad biolégica, sobre la base de los usos medicinales consultados en diferentes
fuentes bibliograficas.
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