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ABSTRACT

The quantification of the saponin contents of grains of Chenopodium pallidicaule was carried out through UV/VIS
analyses.
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RESUMEN

En el presente trabajo se realizé la cuantificacién de saponinas en extractos acuosos de 15 muestras de cafiihua
(Chenopodium pallidicaule A) provenientes del Banco de Germoplasma PROINPA-La Paz, dos muestras
adicionales, una muestra de quinua (Chenopodium quinoa) y otra de una especie reportada por su alto contenido de
saponina denominada quentu (Rumex acetosella). Para la determinacién y cuantificacién de saponinas en las
muestras se empled el método de espuma los valores encontrados estan entre 7.5 y 21,5 mg/g para la cafiihua, por el
método espectrofotométrico UV/VIS el rango determinado para el contenido de saponina es de 8,7 a 43,2 mg/g,
observandose la diferencia que existe entre ambos métodos para la cuantificacién. Adicionalmente se analizaron dos
muestras, una de quinua desgrasada (Muestra 16) y otra de quentu (Muestra 17) esta dltima con una apreciable
cantidad de saponina 121,6 mg/g de muestra. Para garantizar las determinaciones y resultados se emple6 un estandar
de saponina.

INTRODUCCION

Entre los granos andinos que en la actualidad se viene recuperando y difundiendo a nivel mundial, contamos
paralelamente al de la quinua, a los granos de cafithua (su nombre local en Bolivia es cafiahua) de la especie
Chenopodium pallidicaule, cuya importancia radica en la composicién nutricional alta que posee, en comparaciéon
con el pequeiio didmetro de su grano. [2]

Tabla 1. Andlisis nutricional de cereales

ALIMENTO | PROTEINA | GRASA | FIBRA CRUDA | CENIZA | GLUCIDOS
Trigo Manitoba 16.0 29 2.6 1.8 74.1
Trigo Inglés 10.5 2.6 2.5 1.8 78.6
Cebada 11.8 1.8 5.3 3.1 78.1
Avena 11.6 5.2 10.4 2.9 69.8
Centeno 134 1.8 2.6 2.1 80.1
Triticale 15.0 1.7 2.6 2.0 78.7
Arroz 9.1 2.2 10.2 7.2 71.2
Maiz 11.1 4.9 2.1 1.7 80.2
Sorgo 124 3.6 2.7 1.7 79.7
Quinua 14.4 6.0 4.0 2.9 72.6
Caiiihua 18.8 7.6 6.1 4.1 63.4
Amaranto 14.5 6.4 5.0 2.6 71.5

Fuente: Repo Carrasco et al (2009)
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La quinua y la cafiihua han sido junto con la papa, los primeros cultivos que la cultura Chiripa, antecedente de la
civilizacién de Tihuanaco) difundié en la regién circumlacustre del Lago Titicaca. Como reporta David L. Browman,
los granos quenopodidceos formaron parte del primer patrén nutricional agricola conformado en esa region.
Browman, [1]. Los granos de cafiihua nunca dejaron de ser utilizados por la poblacién altiplanica donde este grano
es aun cultivado, ya que cuenta ademds de un plus por su valor nutricional. Desde antiguo, era conocido que este
grano estaba libre o tenia un menor contenido de saponinas [3]. Su consumo es mas facil que el de la quinua, pues se
evitan los sucesivos lavados para su eliminacién. Sin embargo, investigaciones de Rastrelli et al [3] reportaron, en
varias lineas y variedades, que ese autor no identificd, el aislamiento y elucidacién de siete saponinas triterpenoides
por métodos quimicos y espectroscopicos, dato importante para la caracterizacién del grano en estudio. La presencia
de 4cido vainillico en productos de cafiihua ha permitido que fuesen utilizados sin problema por la poblacién en
formas muy diversas, en especial como refrescos, harinas, expandidos y como base para reposteria. La determinacién
de éste compuesto fue realizado por Pefiarrieta et al [5]. La composiciéon quimica de éste grano estd siendo
revalorizada por la actividad antioxidante que posee, torndndola en un alimento funcional ideal. Repo Carrasco,
Pefarrieta [5] y otros estudios en diferentes especies de este grano corroboran esta aseveracién. Las saponinas son
compuestos glucosidicos, poseen una estructura que contiene dos partes: glucona y aglucona . La parte glucona esta
compuesta por azucares sencillos de 1 a 5 unidades; mientras que la parte aglucona, conocida como sapogenina,
consta de un esqueleto de tipo del tipo esteroidal (C 27) o triterpenoide (C 30). [10] Se conoce que éstos metabolitos
posee propiedad hemolitica en contacto con la sangre porque interaccionan con el colesterol de la membrana de los
eritrocitos. El poder hemolitico es caracteristico de los sapondsidos triterpénicos, pero es variable segin los
sustituyentes de la estructura. Asi, los sapondsidos monodesmosidicos son hemoliticos mientras que los
bidesmosidicos no lo son. Debido a su poder hemolitico resultan muy téxicos si se administran por via intravenosa,
ya que de esta manera contactan directamente con la sangre, mientras que por via oral su toxicidad es muy baja [6].
Ademas, la mayoria de los sapondsidos son ictiotéxicos, es decir, son téxicos para animales de sangre fria, sobre todo
para los peces. De acuerdo a los antecedentes, se pretende cuantificar las saponinas, ya elucidadas en granos de
cafithua, quinua y quentu para contribuir a la expansién de su empleo no solo a nivel regional, sino internacional, ya
que de acuerdo a la Clasificacién que realiza el IBNORCA (La Paz), los granos pueden ser muy amargos si contienen
saponinas en concentracién entre 1 a 3%, granos de contenido medio 0.1 a 1% y granos dulces entre 0.00 a 0.1,
citado por Quiroga [6]. Ademds la Norma Boliviana NB NA 0038, establece niveles de consumo de saponinas
menores a 0.02% en los alimentos

RESULTADOS Y DISCUSION

El trabajo fue realizado con muestras de granos que fueron otorgados por PROINPA con el nombre de accesiones en
el Banco de Germoplasma, que actualmente se encuentra bajo la supervision del INIAF. Las muestras seleccionadas
son las mds representativas por su uniformidad y pureza. La Tabla 2 muestra las caracteristicas de origen de las
muestras estudiadas.

Tabla 2. Muestras extraidas y cuantificadas

N° Codigo Lugar Altura Longitud Latitud Variedad Propietario
msnm (19L) (UTM)
1 A-475 Patacamaya 3808 0613218 8092642 Accesion PROINPA
2 A-399 Patacamaya 3808 0613218 8092642 Accesion PROINPA
3 GNAR Independencia - - - Silvestre Muestreo CEIQA 2008
4 A-636 Patacamaya 3808 0613218 8092642 Accesion PROINPA
5 A-197 Patacamaya 3808 0613218 8092642 Accesion PROINPA
6 A-137 Patacamaya 3808 0613218 8092642 Accesion PROINPA
7 A-173 Patacamaya 3808 0613218 8092642 Accesion PROINPA
8 A-166 Patacamaya 3808 0613218 8092642 Accesion PROINPA
9 A-300 Patacamaya 3808 0613218 8092642 Accesion PROINPA
9 A-616 Patacamaya 3808 0613218 8092642 Accesion PROINPA
10 A-771 Patacamaya 3808 0613218 8092642 Accesion PROINPA
11 A-151 Patacamaya 3808 0613218 8092642 Accesion PROINPA
12 A-155 Patacamaya 3808 0613218 8092642 Accesion PROINPA
13 A-222 Patacamaya 3808 0613218 8092642 Accesion PROINPA
14 A-187 Patacamaya 3808 0613218 8092642 Accesion PROINPA
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Para la extraccién de las saponinas [2], de acuerdo a reportes bibliogréficos en los que se evaluaron dos solventes en
distintas proporciones y se determino el rendimiento de extraccién en medio alcohdlico y acuoso, ambos
rendimientos fueron similares, por lo que para el presente estudio se prefirié el medio acuoso debido a que el etanol
inhibe el indice de espuma y es capaz de extraer otras moléculas que presenten absorbancia a la longitud de onda de
528 nm interfiriendo de esta manera con las lecturas para las pruebas cuantitativas. [12]. Ademds se tomé en cuenta
que el consumo de este grano implica simplemente el lavado con agua, por parte de los consumidores, para remover
los compuestos amargos o saponinas conocidos como “ajara” o amargos. Para la optimizacién del método de
extraccion se utilizaron las muestras de granos de cafiihua que fueron otorgados por PROINPA, empleando como
solvente agua destilada y como método de extraccién la agitacién continua de las muestras a temperatura ambiente.
Se evaluaron previamente los pardmetros de extraccién como ser: tiempo de agitacion, relacién porcentual de
solventes EtOH/H,0 y relacién masa de cafiihua /volumen de solvente, determindndose asi como mejores resultados
un tiempo de agitacién de 24 hrs., relacién masa de cafiihua /volumen de solvente de 1/20 y como solvente agua
destilada.

Tabla 3. Determinacion de absorbancias de saponinas en extractos con diferentes proporciones de agua-etanol como solvente.
Meétodo espectrofotométrico.

N° | Relacion de solventes Absorbancia en el
UV/VIS A=528 nm

1 Agua 0.262

2 | EtOH/Agua 10/90 0.174

3 EtOH/Agua 20/80 0.148

4 | EtOH/Agua 50/50 0.135

Por tanto, se determiné que el mayor porcentaje de rendimiento de extraccién de saponinas se logra con agua
destilada, empledndose para la extraccién de todas las muestras en el estudio.

La determinacién y cuantificacion de saponinas en las muestras de cafithua se realizé por los métodos
espectrofotometria UV/VIS y espuma, empleando el método de determinacién por curva estandar para ambos Graf 3
y 4.

Curva estdandar de Saponina.
Por el método espectrofotométrico UV/VIS.

La curva estindar promedio de saponinas fue determinada siguiendo el protocolo de Monje y Raffaellic [8]. Los
resultados muestran la curva estdndar promedio de los ensayos por quintuplicado. La curva de calibracién toma en
cuenta la interferencia de color de las muestras en la determinacién del blanco para cada determinacién con el
reactivo color Lieberman-Burchard, también se considero la desviacion estandar de las medidas. Los resultados se
muestran en la Graf. 1. En la que se puede comprobar el comportamiento lineal de la relacién entre absorbancia y
concentracién de saponina cumpliendo la Ley de Beer para determinaciones de concentraciones desconocidas de
saponinas de muestras de granos.

Curva estdandar promedio de saponinas
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Grdfico 1. Curva Estdndar — espectrofotometria
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Por el método de espuma

Los resultados de la cuantificacién de saponinas por el método de espuma, ampliamente aplicado para la
determinacién de concentracién de saponinas de quinua y reportado por Lozano M. [9], se muestran en la Graf. 2, en
la que se determina la curva promedio estdndar por quintuplicado de saponinas.

Curva estandar promedio de saponinas

CURVA ESTANDAR PARA SAPONINAS
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Grdfico 2. Curva Estdndar — Indice de Espuma
Andlisis de saponinas en muestras de granos de cafithua

Con el método de extraccién determinado en ensayos previos se obtuvieron extractos acuosos de saponinas de las 17
muestras de las cuales 15 son muestras de cafiihua, una muestra de quinua y otra de quentu. La cantidad de saponina
en las muestras de cafiihua, determinada por espectrofotometria UV/VIS varia de 8,7 (muestra 4) a 43,2 mg/g
(muestra 14) como se puede observar en el Graf. 3 y por el método de espuma varia entre 7.5 (muestra 4) y 21,5
mg/mL (muestra 14) como se muestra en el Graf 4.

Determinacion de saponinas en muestras de Kaniwa {metodo
espectrofotometrico)
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Grafico 3. Cuantificacion de saponinas en las muestras de cafiihua en mg de saponina por g de muestra
determinadas por espectrofotometria UV/VIS y sus respectivas desviaciones estandar

La cuantificacién espectrofotométrica permitié establecer que las muestras contienen una apreciable cantidad de
saponinas. El quentu (muestra 17) contiene 121.6 mg/g de muestra, la cafilhua  varia entre 8,7 (muestra 4) a 43,2
mg/g (muestra 14) y la quinua contiene 36.1 mg/g, valores superiores al 0.1%.
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Determinacion de saponinas en muestras de caiiihua otorgados
por PROINPA La Paz (método de la espumna)
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Grafico 4. Cuantificacion de saponinas en las muestras de caiithua en miligramos de saponina por gramo de muestra
determinadas por el método de espuma y sus respectivas desviaciones estdndar.

Con los resultados obtenidos por el método de espuma se pudo establecer que las muestras contienen saponina,
debido a la formacién de espuma. En el Graf. 4 se puede apreciar los miligramos de saponina por gramo de muestra,
observando que el quentu (muestra 17) contiene 112.5 mg/g en comparacién con las muestras de cafiihua (muestra
de 1 a 15) y quinua (muestra 16) que presentaron cantidades menores a 23.8 mg/g. En base a los resultados
obtenidos se cuantificé las saponinas, pudiéndose observar que el quentu (muestra 17) presenta mayor cantidad de
saponina con 121,6 mg/g, en comparacion con las muestras de caifiihua, siendo menores a 43 mg/g, y la quinua que
presenta 36,1 mg por gramo de muestra, determinados por el método espectrofotométrico, considerando que ambos
métodos correlacionan en los valores méaximos de cada muestra, aunque en los valores de limite superior, no
muestran una correlaciéon en magnitud. Por otra parte ambos métodos utilizados son importantes en la cuantificacién
de saponinas, como se observa en los resultados obtenidos. En el quentu (muestra 17) se observa la correlacion de los
resultados obtenidos por los dos métodos, debido a la notable cantidad de saponina presente en esta dltima muestra.
Por dltimo, se puede inferir que las muestras presentan valores superiores al 0.1% lo cual resulta interesante teniendo
en cuenta que las saponinas tienen diversas aplicaciones en las industrias de detergentes, biocontroladores y como
componente en los extinguidores.

EXPERIMENTAL

Equipos y Reactivos

Las lecturas de absorbancia se realizaron en un Espectrofotémetro UV/VIS PERKIN ELMER. El solvente utilizado
para la extraccion fue agua destilada y el reactivo color contenia sustancias de grado p.a. También se utiliz6 un
estandar de saponina.

Materia prima

Las muestras de caifiihua provienen de cultivos del Altiplano de La Paz, colectados por PROINPA que cuenta con una
hoja de registro de todos los datos botdnicos. S6lo una de las muestras proviene como parte de los muestreos
realizados por el Equipo CEIQA (Carrera de Quimica, Centro de Estudios e Investigaciones en Quimica de

Alimentos) que proviene de la regién de Independencia, Cochabamba.

Cuantificacion de saponinas por el método de espuma
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Para esta prueba se elaboré una recta de calibracién con un estdndar de saponina. A partir de una solucién madre de
concentracion 20 mg/mL, utilizando como solvente agua destilada, se prepararon siete soluciones de concentracion
0.25,0.5, 1, 2, 3, 4 y 5 mg/mL. Estas soluciones se agitaron vigorosamente durante 30 s. dos veces, para las lecturas
se necesitan 15 min de reposo, realizindose asi las medidas de altura de espuma de cada uno. Esta prueba se realizé 6
veces para cada estandar obteniéndose un promedio de altura de espuma para cada tubo. De esta forma se obtuvo la
recta de calibracién correspondiente a la gréfica [2].

Cuantificacion de saponinas por espectrofotometria UV-VIS

Para la determinacién y cuantificacién de saponinas se hace uso del reactivo Lieberman-Burchard para formar
productos coloridos. Este reactivo color consiste en una mezcla de anhidrido acético y 4cido sulfirico concentrado
(1:5). Para lo cual también se elaboré una curva de calibracién con un estindar de saponina. Para esta curva se
prepar6 una solucién madre de 20 mg/mL a partir de la cual se prepararon diluciones de 0,4; 0,8; 1,2; 1,6; 2.0; 4,0;
6,0; 8,0; 10 mg/mL respectivamente, se tomaron 0.6 mL de las diluciones se adicionaron a los en tubos de ensayo a
1.0 mL de reactivo color, se agit6 cada tubo en un vortex 30 sy se dej6 en reposo 37 min.

De esta forma se obtuvo la recta de calibracién correspondiente al Graf. [1] Para determinar la longitud maxima de
Absorcién se realizé un barrido con un estdndar de saponina, onjbteniéndose una longitud de onda maxima a 528 nm,
longitud de onda a la cual se realizaron las lecturas correspondientes a la curva de calibracién de la grafica [1]. De la
misma forma fueron analizadas todas las demas muestras.
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