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Resumen

En el trabajo de investigacion se realizé una revision bibliografica detallada con
el fin de proponer una metodologia para la cuantificacion de saponinas
esteroidales en los extractos obtenidos de las hojas de la especie Agave
brittoniana Trel. spp. Brachypus con fines farmacéuticos. En su desarrollo, se
recopilaron, seleccionaron y se analizaron los resultados obtenidos de la revision
bibliografica acerca de las metodologias analiticas descritas para la
determinacion cualitativa y cuantitativa de saponinas esteroidales. Se
seleccionaron 31 publicaciones segun los criterios de inclusion y exclusion
preestablecidos. La identificacion analitica se describe, mayoritariamente, por los
indices de espuma y hemolisis. La técnica de cuantificacion mas actual es HPLC
acoplado a diferentes tipos de detectores. Se recomienda para la cuantificaciéon
de saponinas esteroidales de Agave brittoniana Trel. spp. Brachypus, en
muestras que requieran mayor precision, la técnica de HPLC-UV-VIS empleando
columna C-18 y fase movil: acido férmico acuoso y acetonitrilo y para analisis
que requieran menor precision la técnica Espectrofotometria UV-Vis con el

empleo del reactivo de Liebermann Burchard.
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Abstract

In the research, a detailed bibliographic review was carried out in order to
propose a methodology for the quantification of steroidal saponins in the extracts
obtained from the leaves of the Agave brittoniana Trel species. spp. Brachypus
for pharmaceutical purposes. During its development, the results obtained from
the bibliographic review about the analytical methodologies described for the
qualitative and quantitative determination of steroidal saponins were collected,
selected and analyzed. were selected 31 publications according to the pre-
established inclusion and exclusion criteria. The analytical identification is
described, mainly, by the foam and hemolysis indices. The most current
quantification technique is HPLC coupled to different types of detectors. It is
recommended for the quantification of steroidal saponins from Agave brittoniana
Trel. spp. Brachypus, in samples that require greater precision, the HPLC-UV-
VIS technique using a C-18 column and mobile phase: aqueous formic acid and
acetonitrile and for analyzes that require less precision the UV-Vis
spectrophotometry technique with the use of the reagent of Liebermann

Burchard.
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Glosario

Sigla Definicion

CCD Cromatografia de capa delgada

CCF Cromatografia en capa fina

CG-MS Cromatografia de gases acoplada a detector por
espectroscopia de masa

FAB Bombardeo con Atomos Réapidos

FD Desorcion de Campo

FQF Facultad de Quimica Farmacia

HPLC Cromatografia de liquidos de alta resolucién

HPLC-ELSD Cromatografia liquida de alta eficacia acoplada a un
detector evaporativo de dispersion de luz

HPLC-ESI Cromatografia liquida de alta eficacia acoplada a un
detector de ionizacién por electropulverizacion

HPLC-ESI-MSn Cromatografia liquida de alta eficacia junto con la MS en
tandem de mudltiples etapas de ionizacion por
electrospray

HPLC-ESI- Cromatografia liquida de alta eficacia en tandem de

MS/MS multiples etapas de ionizacién por electrospray y la
deteccién MS de triple cuadrupolo

IR Espectroscopia infrarroja

MS Espectroscopia de masa

RMN Resonancia magnética nuclear

RS Revision sistemética

RSD Desviaciones estandar relativas

UCLV Universidad Central “Marta Abreu” de Las Villas

UHPLC cromatografia liquida de ultra alta eficacia

UTEX Unidad de Toxicologia Experimental, Universidad de
Ciencias Médicas de Villa Clara

UV-Vis Espectrofotometria ultravioleta-visible
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Infroduccion



1.Introduccidn

Agave brittoniana Trel., popularmente conocida como Maguey, es una planta
oriunda de la regién central de Cuba. Pertenece a la familia de las Asparagaceae,
una de las mas estudiadas en la busqueda de nuevos agentes terapéuticos, que
comprende alrededor de 2480 especies. Es oriunda de la regiéon central de Cuba.®
Crece en terrenos aridos, pedregosos y estériles, como es el caso de la zona
protegida Cubanacéan, aledafa a la ciudad de Santa Clara. Es una planta de tipo
herbaceo suculenta, perenne y monocarpica.”). Posee hojas de color verde
grisaceo, carnosas, lineales y lanceoladas, de aproximadamente 1 m de largo y 20
cm de ancho, generalmente espinosas y dentadas, las cuales se encuentran

arrocetadas en el apice del tronco que es simple y lefioso.®

Agave brittoniana T se caracteriza por presentar en su composicion un alto
contenido de fibra constituida por ceras, polialcoholes, poliazticares . En estudios
previos han detectado la presencia de aminas y/o aminoacidos, grasas, aceites
esenciales y esteroides®- Ademas, contiene saponinas esteroidales dentro de sus
metabolitos secundarios, que en, dependencia de su estructura quimica, pueden

presentar multiples acciones farmacoldgicas.®

Las saponinas son metabolitos secundarios que pertenecen al grupo de los
glicésidos, entre los que se incluyen a las sustancias constituidas por azucares en
forma de acetales, son solubles en agua produciendo espumosidad cuando las
soluciones son agitadas. Estan constituidas por un nucleo lipofilico o aglicon, que
puede presentar una estructura esteroide o triterpenoide, dependiendo de su

naturaleza quimica, con una o mas cadenas de carbohidratos.

Las saponinas esteroidales estan ampliamente distribuidas en el reino vegetal vy,
aungue en mayor o menor medida se encuentran en una gran cantidad de plantas,

son especialmente abundantes en algunas familias, entre ellas la Agavaceae.®

Se han empleado diferentes métodos para la determinacion de saponinas. Algunos
de ellos se basan en sus propiedades fisicas (habilidad de formar espuma) o

propiedades bioldgicas (hemdlisis, actividad antifangica). También existen métodos



colorimétricos y, mas recientemente, cromatograficos. La ventaja de esta Ultima
técnica es que no mide las propiedades generales de las saponinas, sino que es

capaz de distinguir componentes individuales de una mezcla. ©

Los métodos analiticos mas utilizados son: indice de espuma, indice de hemdlisis
e indice de pescado, que son métodos indirectos no muy confiables. Se han
desarrollado metodologias de cuantificacion directa a través de reacciones
colorimétricas, como son: espectrofotometria ultravioleta-visible (UV-Vis),
cromatografia de capa fina y cromatografia liquida.*® No obstante, se dificulta su
cuantificacion por no contar siempre con el estandar requerido, de manera que se

debe proceder a la laboriosa actividad de purificacion.®. 12)

En la actualidad, y dado por el proceso de globalizacion, se ha generado la
aparicion creciente y constante de nueva informacién, en mdultiples articulos y
publicaciones, que incluye la relacionada con las plantas medicinales. 2 13, Esto
ha generado la necesidad de extractar los resultados en relacibn a un tema
determinado, a la hora de realizar revisiones de la literatura especializada. La
manera mas sencilla y completa de optimizar el uso de la informacion es mediante

su compilacion, a través de las revisiones sistematicas.*4

El grupo de investigacion sobre plantas medicinales de la Facultad de Quimica
Farmacia (FQF) de la Universidad Central “Marta Abreu” de Las Villas y de la
Unidad de Toxicologia Experimental (UTEX) de la Universidad de Ciencias Médicas
de Villa Clara, han llevado a cabo estudios de caracterizacion quimica y
farmacoldgica de las hojas de Agave brittoniana T. Se requiere el desarrollo de
metodologias analiticas para la cuantificacién de saponinas esteroidales en los

productos desarrollados.

Teniendo en consideracion la amplia presencia de metodologias analiticas
descritas para la cuantificacibon de saponinas esteroidales, en articulos y
publicaciones, que pudieran ser ajustadas a las condiciones de nuestros

laboratorios; se fundamenta el siguiente trabajo.

Se considera como principal problema cientifico que no se cuenta con una
técnica analitica precisa, confiable y segura, que permita la cuantificacion de
saponinas esteroidales en los extractos obtenidos a partir de las hojas de la especie

Agave brittoniana Trel. spp. Brachypus.



Hipotesis:

La propuesta de técnicas analiticas precisas, confiables y seguras permitirdn
establecer la metodologia de cuantificacion de las saponinas esteroidales de Agave

brittoniana Trel. spp. Brachypus para su ulterior empleo con fines farmacéuticos.

Objetivo General:

Proponer metodologias para la cuantificacion de saponinas esteroidales en los
extractos obtenidos de las hojas de la especie Agave brittoniana Trel. spp.

Brachypus con fines farmacéuticos.

Objetivos especificos

1. Recopilar e interpretar los resultados obtenidos de la revision de los estudios
primarios seleccionados acerca de las metodologias analiticas descritas para
la determinacion cualitativa y cuantitativa de saponinas esteroidales.

2. Recomendar metodologias para la cuantificacion de saponinas esteroidales en
los extractos obtenidos de hojas de Agave brittoniana Trel. spp. Brachypus,

ajustadas a las condiciones de laboratorio disponibles.
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2.Revision bibliografica

2.1. Revision Sistemética

Las Revisiones Sistematicas son un disefio de investigacion observacional y
retrospectivo, que sintetiza los resultados de mudltiples investigaciones primarias.
Son parte esencial de la medicina basada en la evidencia por su rigurosa
metodologia, identificando los estudios relevantes para responder preguntas
especificas de la practica clinica. El término metanalisis se reserva para la
combinacion numérica de los datos. No todas las revisiones sistematicas lo
incluyen. Las revisiones sistematicas son tan populares que han tenido un

crecimiento vertiginoso en los Ultimos afios.*5 16)

Las diferencias estan dadas fundamentalmente por el uso de métodos estadisticos,
que permite la combinacion y analisis cuantitativo de los resultados obtenidos en
cada estudio.®5 17)

Una revision sistematica (RS), es un articulo de “sintesis de la evidencia
disponible”, en el que se realiza una revision de aspectos cuantitativos y cualitativos
de estudios originales. El proposito es contestar a una pregunta de investigacion
mediante un proceso sistematico y explicito para identificar, seleccionar y evaluar
criticamente la investigacion relevante. Constituyen una herramienta esencial

para: (16 17)

o Sintetizar la informacion cientifica disponible, el estado de la cuestion.
o Incrementar la validez de las conclusiones de estudios individuales.
o ldentificar areas de incertidumbre donde sea necesario realizar una

investigacion.

Existen diferentes modelos de revisiones sisteméticas segun su ambito de
aplicacion. En un principio se desarrollaron para cuestiones relativas al entorno
sanitario, para la mejora de la atencion y avanzar en la investigacion, pero hoy en

dia ya se aplican a las diferentes areas cientificas (%



Metodologia de la revision sistemética

Aunque existen diferentes modos de orientar las revisiones de la bibliografia

cientifica, las revisiones sistematicas se consideran la forma mas fiable. La

metodologia empleada en una revision sistematica, no difiere, por su rigor, de las

investigaciones convencionales, llevandose a cabo en seis pasos:*”)

1.

Formulacibn de una pregunta claramente definida y concisa. Se
estableceran los motivos por los que necesitamos una respuesta.
Localizacién y seleccion de los estudios relevantes, a través de una
blusqueda sistemética que identifique todos los estudios pertinentes.
Tratamiento de los resultados obtenidos a partir de la busqueda. Los
documentos obtenidos a partir de todas las estrategias de busqueda,
deberian exportarse a un gestor de referencias (EndNote, Refworks,
Mendeley).

Evaluacion de la validez de los resultados de los estudios incluidos. Los
investigadores deben establecer cuales de los trabajos recuperados seran
incluidos finalmente en la revision, elaborando una lista de criterios de
inclusién y exclusion que deberé ser lo méas objetiva posible.

Extraccion de los datos de interés, en base al tipo de estudio y el objeto de
la pregunta de investigacion. En cada uno de los articulos originales que se
revisan, se debe buscar informacion de interés referente a las caracteristicas
de los estudios (disefio, criterios de inclusién/exclusion o de seleccion de
casos Yy controles, periodo de seleccion, periodo de seguimiento,
aleatorizacion, tipo de intervencion, etc.).

Andlisis e interpretacion de los resultados (presentacidon sistematica y una

sintesis de las caracteristicas y resultados de los estudios incluidos).

Definicion de la pregunta de investigacion

Para iniciar una revision sisteméatica es necesario identificar y convertir el problema,

la incertidumbre o “laguna del conocimiento” en una pregunta que pueda ser

respondida. Formular una pregunta significa reducirla a términos claros y precisos,

identificando sus componentes principales. Respecto a la formulacion de la

pregunta, una de las metodologias mas utilizadas, es la pregunta PICO que incluye

4 variables: poblacion, paciente o problema especifica que se va a investigar;



intervencidn que quiere evaluarse, comparacion, si procede, con otras técnicas u
opciones y desenlace o resultado que ofreceran la medida de la intervencion
estudiada. (6. 17)-

Busqueda bibliografica

La busqueda se realiza en las bases de datos especializadas del area de
investigacion. La recopilacion de la informacion debe ser exhaustiva, tanto con
estudios publicados como no publicados para evitar incurrir en el sesgo de
seleccion (no incluir estudios relevantes provocando un error sistematico en la

estimacion del efecto) o en el sesgo de publicacién. (16 18)

La busqueda de texto libre es mas exhaustiva, sirve para construir un vocabulario
de sin6nimos, pero menos eficiente. Para aumentar la eficiencia se pueden usar
campos especificos y operadores especiales (and, ornear...), disefiar una
combinacion de ambos niveles para que la busqueda sea mas completa, pensar en
limites a nuestra basqueda: campos mas alla del texto completo (tittle, abstract,
subjects), idioma o fecha de publicacion y utilizar las funcionalidades avanzadas
que nos ofrezca la base de datos: gestion de duplicados, guardar el historial de

busqueda, guardar la busqueda y los resultados.®8: 19
Seleccion y valoracion critica de los estudios

Es importante registrar con todo rigor y detalle las caracteristicas relevantes
mediante un formato predeterminado. El registro debe incluir escalas o criterios
preestablecidos para definir la validez de los estudios. La evaluacion de la calidad
de los estudios individuales que se incluyen en las revisiones sisteméaticas es
necesaria para limitar los sesgos, formarse una idea mas precisa de las potenciales
comparaciones y guiar la interpretacion de los resultados. La seleccion de los
estudios se realizara segun los criterios de inclusién y exclusion por dos revisores
independientes. Siempre que sea posible, los revisores desconoceran a los

autores, la revista y los resultados de los articulos que deben seleccionar.(6: 19)
Extraccion de los datos y sintesis de los resultados

La extraccion de los datos es el proceso mediante el cual se obtiene la informacion
de los estudios primarios seleccionados a partir de la busqueda bibliogréfica. Una
vez finalizada la seleccion de los articulos, se debe obtener de ellos toda la

informacion referente a la pregunta: como se realizo el estudio, quiénes y cuantos

6



participaron, cual fue la intervencién, cuales fueron los resultados medidos, cuales
fueron las fuentes de financiamiento, etc. Los datos deben ser tabulados en un
formulario de recoleccion de datos. Ademas de los datos mencionados, se debe
evaluar el riesgo de sesgo de los articulos, ya que las conclusiones de la revision
sistemética podran ser validas en la medida en que los estudios que la componen,

llamados estudios primarios, sean confiables.® 20)
Conclusiones y recomendaciones

Las conclusiones estan justificadas so6lo cuando el proceso de recogida, analisis e
integracion de la informacion se aplica de forma completa y sistematica. Se debe
aprovechar el esfuerzo que conlleva la realizacion de una revision sisteméatica para
identificar los huecos del conocimiento sobre el tema y sugerir recomendaciones

sobre futuras iniciativas, basandose exclusivamente en el conocimiento revisado.

2.2. Generalidades de Agaves

Taxonomia

Agave brittoniana T. Pertenece a la divisibn Magnoliophyta, clase Liliopsida y
subclase Lilidae. Se incluye en el orden Liliales, familia Asparagaceae y género
Agave. Su nombre comun es Maguey @,

Familia Asparagaceae. Aspectos generales

Asparagaceae es una de las familias de plantas mas estudiadas en la busqueda de
nuevos agentes terapéuticos y comprende 2480 especies. Se encuentra distribuida
por casi todo el planeta y habita particularmente en regiones aridas. Incluye hierbas
arrosetadas, trepadoras y arbustos. Las asparagaceas son plantas rizomatosas con
raiz fusiforme, cilindrica o tuberosa; tallo erecto, ramificado; hojas alternas,
espiraladas, simples y generalmente suculentas. Presentan inflorescencia solitaria
axilar, terminal o racimo de flores, las cuales son actinomorfas o zigomorfas,

bisexuales o unisexuales. Los frutos son bayas y poseen semillas negras y

aplanadas .

Género Agave. Caracteristicas

Se distribuye a lo largo del continente americano. Abarca desde sur de Estados
Unidos hasta Colombia y Venezuela, incluyendo todas las islas del Caribe, desde

Las Bahamas a Aruba, Curacao y Trinidad y Tobago. Los paises con mayor nUmero
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de taxones son México, Estados Unidos, Cuba y Guatemala V. Esta formado por
300 especies de las cuales 18 crecen en Cuba, localizadas a lo largo de toda la isla

y con un alto porcentaje de endemismo (?2-24)

Agave brittoniana T.

a) Habitat y distribucion

Agave brittoniana T. Es oriunda de la region central de Cuba. Crece en terrenos
aridos, pedregosos y estériles, como es el caso de la zona protegida Cubanacan,
aledafia a la ciudad de Santa Clara @3 29

b) Descripcion botanica

Es una planta de tipo herbaceo suculenta, perenne y monocarpica®®. Posee hojas
de color verde grisaceo, carnosas, lineales y lanceoladas, de aproximadamente 1
m de largo y 20 cm de ancho, generalmente espinosas y dentadas, las cuales se
encuentran arrocetadas en el apice del tronco que es simple y lefioso.?® Las
espinas son de color castafio oscuro, fuertes y de 2-4 mm de largo. Presenta
capsula oblonga y flores amarillas de 3-3,5 cm de largo.? Su inflorescencia
emerge del centro de la roseta y puede ser en forma de espiga o ramificada, con
las flores creciendo en umbelas sobre los pedunculos laterales; después de varios
afos de crecimiento llega a alcanzar una altura que sobrepasa los 6 m y agota la
planta que muere poco después. Su reproduccion puede ser sexual o asexual,

mediante los vastagos que emergen de rizomas de la planta madre 4-26),

Figura 1. Agave brittoniana spp, planta joven

c) Fitoquimica del Agave brittoniana T

La familia agavacea que se caracteriza por presentar en su composicién un alto

contenido de fibra constituida por ceras, polialcoholes, poliaziicares * 23, También



estudios previos han detectado la presencia de aminas y/o aminoacidos, grasas,
aceites esenciales y esteroides®(tabla 1). Ademas, numerosas especies de agave
contienen dentro de sus metabolitos secundarios saponinas esteroidales © 25); las
que en dependencia de su estructura pueden presentar mdultiples acciones

farmacolodgicas.®9

Tabla 1: Metabolitos secundarios presentes en el Agave brittoniana Trel & 24 25)

Metabolito Ensayo Resultados
Alcaloides Dragendorff +
Mayer +
Wagner +
Triterpenos y esteroides Liebermann-Burchard +
Quinonas Borntrager -
Coumarinas Baljat -
Aceites esenciales y grasas | Sudan llI +
Azlcares reductores Fehling +++
Saponinas Espuma (Anexo 2) +++
Fenoles y taninos Cloruro de hierro (lll) -
Aminoécidos y aminas Nihidrina +
Flavonoides Shinoda -
Glicésido Molish +
Glicésidos cardiotonicos Kedde-Raymond -

d) Usos generales

En México, sobre todo dentro de la medicina indigena, es utilizada para tratar

procesos inflamatorios, artritis y fiebre@®),

Las pencas machacadas y aplicadas en cataplasma provocan supuracion. La
infusion de raiz es depurativa y mezclada con raices de Zarzaparrilla se dice que
tiene valor curativo. Las hojas, en forma de cocimiento, se emplean
tradicionalmente por una parte de la poblacion cubana, en la cura de enfermedades

parasitarias.(@3 27)-

Algunos campesinos de la provincia de Cienfuegos (region central-sur de Cuba)
siembran esta planta en los perimetros de varios cultivos de interés agricola, con el

objetivo de repeler el ataque de &caros y otras plagas 2427



También existe reportes en la bibliografia de especies de agaves que tienen
propiedades curativas tal es el caso del Agave americana L. que es utilizada en la
menstrual de las mujeres) y antiescorbtico (25 26.28). En la medicina folclérica china
estas plantas son empleadas en el tratamiento de escabiosis (sarna), tumores,
disenteria y como insecticidas. De igual forma, en las islas Bahamas, el vastago
central del Agave sisalanaes hervido con sal y la decoccidn se utiliza como remedio
para la ictericia.?% 27) El jugo de las hojas de algunas de estas plantas también es
utilizado en el tratamiento de ulceras y la decoccion de las raices como diurético;
ejemplo de ello, es el cocimiento de raices de Furcraea gigantea, tomado en Brasil

como un remedio efectivo para enfermedades venéreas(®> 26 29)-

2.3. Saponinas

Las saponinas son metabolitos secundarios que pertenecen al grupo de los
glicésidos, donde se incluyen a las sustancias constituidas por azlcares en forma
deacetales, son solubles en agua produciendo espumosidad cuando las soluciones
son agitadas. Tienen un amplio rango de actividades bioldgicas tales como su
accion antimicotica, antiviral, anticancerigena, hipocolesterolémica,

hipoglicaémica, antitrombética, diurética, antinflamatoria y molusquicida.®® 39

Consisten de un nucleo lipofilico que puede presentar una estructura esteroide o
triterpenoide, con una o mas cadenas de carbohidratos. Al nucleo lipofilico se le
denomina aglicon, por ser el grupo que esta enlazado a un atomo de carbono

anomérico, 7 29),

Se clasifican de acuerdo al nUmero de cadenas de azucares que presentan en su

estructura. Asi pueden ser mono, di y tridesmosido 9.

Las saponinas monodesmasidas tienen solamente una cadena de azucar la cual
normalmente esta unida al C-3 de la estructura. Las saponinas bidesmadsidas tienen
dos cadenas de azucar; en ellas una cadena esta unida por medio de un enlace
éter al C-3 y la otra esta unida con un enlace éster al C-28 (saponinas triterpénicas)
o con un enlace éter al C-26 (saponinas furostanicas).?® 39 Las saponinas
bidesmdsidas son facilmente transformadas en saponinas monodesmésidas

cuando ocurre una hidrolisis en el azucar esterificado en el C-28 de saponinas
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triterpénicas. Estas saponinas no poseen muchas de las propiedades y actividades

caracteristicas de las saponinas monodesmaésidas (10 29),

Los monosacéaridos mas comunes presentes en la estructura de las saponinas son:
D-glucosa (Glc), D-galactosa (Gal), D-acido glucoronico (Glca), D-acido
galacturdnico (Gala), L-ramnosa (Rha), L-arabinosa (Ara), D-xilosa (Xyl) y D-fucosa
(Fuc)..

Por hidrdlisis de las saponinas se obtienen las sapogeninas esteroidales, de gran
interés para la industria farmacéutica por ser precursores en la sintesis de

hormonas y corticoides.

Saponinas esteroidales

Las saponinas esteroidales son precursores de muchos medicamentos
esteroidales tales como hormonas sexuales, corticosteroides, contraceptivos
orales, vitaminas, diuréticos, y virtualmente todos los miembros del grupo de
hormonas son preparados por conversion de las sapogeninas esteroidales

derivadas de plantas(?,

Las saponinas esteroidales son glicésidos esteroidales que tienen la propiedad de
hemolizar los globulos rojos, forman espuma abundante y estable al agitar sus
soluciones acuosas. %

La reaccién hemolitica, asi como la toxicidad en peces son caracteristicas de las
saponinas. Tienen la capacidad de formar “complejos moleculares” con los
esteroles que son levemente solubles en agua, como el colesterol. La formacion de
este complejo podria llegar a ser la causa de muerte cuando se administra

parenteralmente. @b (32)-

Estructura Quimica

Poseen una estructura compleja formada por un nucleo esteroidal hidrofébico y una
parte hidrofilica constituida por unidades de monosacaridos. Estan ampliamente
distribuidas en el reino vegetal y aunque en mayor o menor medida se encuentran
en una gran cantidad de plantas, son especialmente abundantes en algunas
familias, entre ellas la Agavaceae.®. Este tipo de saponinas se subdividen en dos

grupos principales; los derivados del espirostano y los derivados del furostanol (Fig.
2)(10, 33).
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Los derivados del espirostano son estructuras hexaciclicas de 27 carbonos. Su
estructura se deriva del ciclopentanoperhidrofenantreno con dos heterociclos de 5

y 6 miembros y una cadena lateral en la posicion 17.(33)

Los derivados del furostanol poseen un ciclo menos que el espirostano, pero
también tienen un esqueleto de 27 carbonos. Es decir son aquellas saponinas en
donde el anillo F est4 abierto y se consideran precursores biosintéticos de las

saponinas derivadas del espirostano-¢4

OH
£ C]:I/\/\/

s oY />
Secad
0
|
S catii
HO A

Figura 2: Estructura quimica de las saponinas esteroidales A) Estructura

B

espirostanica. B) Estructura furostanica.®

Tabla 2: Clasificacion de saponinas esteroidales en relacién a su nombre comun y

fuente.®9),
R Ri1 | Rz |Ri2| C-5 | C-25 | NOMBRE FUENTE
COMUN
3Glu- H|H| H]|CC - Sarsaporrillésido | Smilax sp.,
1Ram Lilidceas
3Glu H|H | H|C=C Dioscina Dioscorea sp.,
Dioscoraceas,
“Name”
H H|H | H|C=C Diosgenina Dioscorea sp.,
Dioscoraceas,
"Name"
H OH| H | H |C=C Ruscogenina Ruscus sp.,
Lilidceas
H H|  H|O|CC Hecogenina Agave sp.,
Agavaceas,
"Fique"
H H|H | H | C=C Yamogenina -
H H | OH| H | CC Digitogenina Digitalis sp.,
Escrofulariaceas

Muy comunmente, a las saponinas esteroidales se las denomina con nombres
vulgares con terminacion INA. La IUPAC establece el nombre de estas a partir del

nlcleo basico espirostano.©®),
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En la tabla 2 se muestra el nombre comun asignado a las saponinas.

El aglicon proporciona un grupo hidroxilo para la formacién de un acetal, un
derivado que surge de la reaccién entre un grupo funcional cetona o un aldehido, y
dos moléculas de alcohol, con la pérdida de una molécula de agua. Los

carbohidratos que se unen al aglicon deben estar en forma de un hemiacetal.®4

La porcion esteroide de las saponinas esteroides (también denominada sapogenina

0 aglicona esteroide) se origina por la ruta de la acetil Coenzima via acido®# 35

o,

Saponina = AzlUcar + Sapogenina (aglicon)
Figura 3: Composicién quimica de saponinas esteroidales?,

Sapogeninas y saponinas mayoritarias del Agave brittoniana T

En estudios precedentes de caracterizacion quimica y farmacologica de los
extractos de las hojas de Agave brittoniana T., realizados por Guerra de Leén ©),
se aislaron y elucidaron las estructuras quimicas de saponinas y sapogeninas de la
especie. El extracto n-butandlico obtenido fue sometido a un proceso de separacion
biodirigido mediante cromatografia de columna.®® Después de mudltiples
separaciones se obtuvieron cinco fracciones. La mas activa, segun la actividad
antiinflamatoria, se correspondio con una fraccion purificada con dos sapogeninas
con el mismo aglicén (diosgenina) y un glicésido de yucagenina, cuyas estructuras

quimica se muestran en la figura 4.G7

La yucagenina, apogenina identificada como mayoritaria en los glucdsidos
encontrados en la especie, tiene como férmula quimica C27H4204. @D, Esta
sapogenina también se ha aislado de otras plantas como: Cestrumtaylori Britton&
P. Wilson, Agave lechuguilla, Agave americana y de los frutos de

Solanumjamaicense Mill.(?2)
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Yucagenina Diosgenina

y = ] -\.\[___.-' — r
H:::/[ R HO?
25R-espirost-5-en-2a, 3B-diol.® 25R-espirost-5-en-33-ol -©

Figura 4: Estructura quimica de las sapogeninas esteroidales mayoritarias del

Agave brittoniana Trell.

También se encontré la presencia de Agabrittonésido A, By C.

Extraccién y aislamiento

Las saponinas esteroidales, por su caracter glicosidico, son insolubles en solventes
apolares. Para obtenerlas de las plantas o animales, el material seco y molido se
trata previamente con un solvente apolar (generalmente éter de petréleo o n-
hexano). Posteriormente el material ya desengrasado se extrae con etanol, metanol
0 mezclas en diferentes proporciones de estos alcoholes y agua. El extracto acuoso
(libre de alcohol) se liofiliza o se concentra en un evaporador rotatorio, y se hace
pasar por resinas de intercambio ionico a fin de eliminar sustancias ionicas. El
eluato acuoso se pasa luego a través de materiales como el Sephadex LH-20 para
separar las saponinas de otras moléculas como péptidos y macromoléculas que
dificultan su purificacion cromatografica. Una vez obtenidas las saponinas, se
pueden purificar por cromatografia en columna o liquida de alta resolucién. En el
caso de la cromatografia en columna, se puede utilizar silica gel y como eluyentes

mezclas de cloroformo-metanol-agua 0 37),

Un procedimiento de aislamiento tipico consiste en utilizar cromatografia en
columna empleando como fase estacionaria silica gel y Sephadex LH-20. Esta
Gltima proporciona resultados satisfactorios para la separacion de saponinas

esteroidales (34.38)

Cuantificacion de saponinas y sapogeninas
Se han empleado diferentes métodos para la determinacion de saponinas. Algunos

de ellos que dependen de las propiedades fisicas (habilidad de formar espuma) o
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propiedades biolégicas (hemolisis, actividad antifingica) de las saponinas © 39,

También existen métodos colorimétricos y mas recientemente, cromatograficos.®”)

La cuantificacion cualitativa de saponinas se ha determinado mediante métodos
indirectos tales como la prueba de espuma, su capacidad hemolitica o la técnica
conocida como indice de pescado, sin embargo estos métodos no son muy
confiables puesto que pueden dar un falso positivo.®8 39 El método directo de
cuantificacion se puede realizar por CLAR o por espectrometria, sin embargo, se
tiene el problema de no contar siempre con el estandar requerido para su
cuantificacion, de manera que se debe proceder a la laboriosa actividad de

purificacion@1. 12, 37).

El andlisis de un compuesto (analito) generalmente requiere la separacion de otros
compuestos y luego su identificacion por métodos analiticos. Una muestra puede
ser separada, identificada y cuantificada usando sus propiedades fisicas y/o

quimicas, como densidad, tamafio, solubilidad, entre otras. (14 37. 38)

Los métodos analiticos mas utilizados son: indice de espuma, indice de hemolisis,
indice de pescado, reacciones colorimétricas, cromatografia en capa fina (CCF),
cromatografia liquida (HPLC).(0. 40)

Las saponinas esteroidales se pueden reconocer faciimente en los andlisis
fitoquimicos preliminares mediante los ensayos de la espuma, hemdlisis de
glébulos rojos, Liebermann-Burchard y ensayos para carbohidratos.(37, 38)

Indice de espuma

Al agitar vigorosamente una solucion acuosa de una muestra que contenga
saponinas, se forma una espuma estable como la obtenida al agitar una solucion
de jabon. Después de la agitacion, la mezcla se deja reposar por 15 minutos; al
término de este periodo, la presencia de saponinas se evidencia por la espuma
sobrenadante. La porcion de saponinas se miden de acuerdo a la altura de espuma
sobrenadante. Puesto que existen otras sustancias que pueden formar también
espuma, se debe asumir este ensayo como una prueba presuntiva de la presencia
de saponinas esteroides, la sola prueba de espuma positiva no es concluyente para
determinar la presencia de saponinas. Ademas hay sustancias que interfieren estas

dos pruebas como son los taninos.(®% 40

indice de hemolisis
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Este ensayo es mas confiable que el de espuma. La habilidad de las saponinas de
romper los eritrocitos se ha utilizado por décadas como método de deteccién y
cuantificacion de estos compuestos. El parametro medido con mayor frecuencia es
el cambio de la absorbancia del sobrenadante de una suspension de eritrocitos

hemolizados por una saponina o una mezcla que contiene saponinas. (10 40

A una suspension de glébulos rojos en solucion salina diluida, se afiade una
solucién de la muestra que se presume que es 0 que contiene saponinas. Si los
glébulos rojos se rompen (lisan o hemolizan), se asume que la prueba es positiva.
Este ensayo puede realizarse en tubo de ensayo, en cajas de Petri con agar-sangre
0 en cajas de Petri con gelatina-sangre. Cuando la muestra contiene taninos, deben
eliminarse antes de realizar la prueba ya que la interfieren, Esto se logra por
tratamiento repetido de la muestra con 6xido de magnesio, el cual forma complejos

insolubles con los taninos, por lo cual es facil eliminarlos por filtracion.(35, 38, 40)

Ensayo de Liebermann-Burchard

Por la porcion esteroide que poseen las saponinas esteroides, este ensayo puede
confirmar su presencia por ejemplo en muestras y extractos vegetales, tal como se
indico anteriormente para los esteroles, pero debe tenerse en cuenta que al igual
gue en el caso de los esteroles -y los esteroides en general- solamente dan un
resultado positivo los que tengan grupos dienos conjugados reales o potenciales.
Sin embargo otras saponinas como las triterpenoides también dan positiva la

prueba. @5 38 40)

indice de pescado

En la deteccion cualitativa de saponinas, también se he empleado el método
denominado indice de pescado. Este se basa en la observacion del grado de

toxicidad de las saponinas en pescados.“0 4%

Reacciones colorimétricas.

Las saponinas también pueden detectarse por métodos colorimétricos, haciendo
reaccionar a la saponina con sustancias especificas para dar como resultado
compuestos coloreados. El anisaldehido, la vainillina y otros aldehidos arométicos
con un fuerte &cido mineral (sulftrico, fosforito, acidos percléricos), dan como
resultados productos coloreados al reaccionar con los productos de deshidratacion

de los aglicones.(*®) Con vainillina-acido sulfirico, las saponinas espirostanas
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presentan dos posibles absorciones, una de ellas localizada alrededor de 422 a 460
nm; mientras que saponinas triterpénicas con un grupo hidroxilo en el C23

presentan un pico localizado entre 460 y 485 nm %41

Cromatografia en capa fina (TLC)

El andlisis cualitativo de saponinas por cromatografia en capa fina (TLC), es de
gran importancia para todos los aspectos de la investigacion de saponinas. Las
placas cromatograficas (generalmente de silicato) pueden analizar ya sea
saponinas puros o extractos crudos, no son muy caros, son rapidos de usar y no

requieren de un equipo especializado.*?

Existen disponibles varios reactivos de visualizacion para la pulverizacion sobre las
placas, ejemplos: vainillina-acido sulfurico, Liebermann-Burchard, cloruro de

antimonio, anisaldehido-acido sulfarico. (0.40)

El solvente (fase movil) mas frecuentemente utilizado es la mezcla cloroformo-
metanol-agua (65:35:10) “2)

Cromatoqgrafia de liguidos de alta resolucion (HPLC)

La prueba de HPLC, por su velocidad, sensibilidad y adaptabilidad para los
compuestos polares no volatiles, es ideal para el analisis de las saponinas y
sapogeninas. La unica gran dificultad es la falta de grupos cromoforos detectables
por UV en la mayoria de las saponinas. Sin embargo hay diferentes formas de
soluciones a este problema, principalmente empleando las técnicas de deteccion

de indice refraccion, deteccion de masas o por derivacion.®? 43)

La cromatografia HPLC es una técnica poderosa para obtener cantidades
miligramicas de saponinas a partir de mezclas de compuestos estrechamente
relacionados. También es frecuentemente utilizada como un procedimiento de
purificacion final. A diferencia de la cromatografia liquida de mediana presion, las
particulas de la fase estacionaria en HPLC son de 5-30 um y consecuentemente
permite una separacion con mayor eficacia. La mayoria de las separaciones se han
realizado en paquetes de silica de octilsilano con deteccion de indice de refraccion
por otro lado, las mezclas més utilizadas como solventes de elucion son metanol-

agua o acetonitrilo-agua.(10 42, 43)

Se tiene reportes de que se han llevado a cabo varias separaciones exitosas con

la fase movil acetonitrilo-agua usando UV. Es preferible el acetonitrilo que el
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metanol por su baja absorcion de UV. Las separaciones se realizan principalmente
en columnas de octilsilano (C8) y octadecisilano (C18), los cuales son fases
reversas 2 43)

Los detectores empleados en HPLC se han disefiado, adaptado y perfeccionado
con el fin de incorporar celdas de flujo que permitan medir las bajas

concentraciones de analito que hay en el liquido.®? 43
- Detector de absorcion UV-Vis

El flujo de liquido que sale de la columna pasa a través de una pequefa celda, de
pequefio volumen (entre 1 a 10 pL), para minimizar el ensanchamiento de banda.
La medida de la absorbancia del liquido que la atraviesa en funcién del tiempo
constituye el cromatograma. Su limite de deteccion oscila entre 0,1y 1 ng y puede

emplearse en cromatografia de elucion en gradiente.@0 41
- Detector de indice de refraccion

En este caso miden una propiedad de la disolucion, como es la variacién en su

indice de refraccion como consecuencia de la presencia de un soluto.

Este tipo de detectores constan de una cubeta con dos compartimentos separados
por una placa de vidrio, por uno de los cuales solamente pasa fase movil, como
referencia, y por el otro pasa el eluato que abandona la columna y que contiene la
muestra. Sobre la cubeta se irradia un haz de luz que se desvia cuando la muestra

aparece en el liquido eluido de la columna. 0. 3%

Son detectores universales y no dependen del caudal de fase mévil. Sin embargo,
no pueden emplearse en elucion con gradiente, sus medidas se ven afectadas por
los cambios de temperatura y no son tan sensibles. Su limite de deteccion se situa
entre 100 y 1.000 ng.“#2 43)

- Detector Infrarrojo:

Ademas de las bandas de absorcion caracteristicas de las sustancias esteroidales,
las saponinas y sapogeninas esteroidales presentan varias bandas originadas por
tensiones C-O de los anillos pirano y furano, localizadas alrededor de 850, 900, 920
y 987 cm-1. Por otro lado, la intensidad relativa entre las bandas a 900 y 920 cm-1
permite determinar la estereoquimica del carbono 25. De acuerdo con esto si la
banda a 900 es mas intensa que la de 920 cm-1, la configuracion del carbono 25
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es R, y en el caso inverso es S. Algunos procedimientos para la detecciéon y
valoracion de sapogeninas esteroidales se basan en estas bandas de
absorciéon.(30, 35)

- Detector de espectrometria de masas:

Las sapogeninas esteroidales presentan espectros de masas 70 eV, en los cuales
pueden apreciarse el ion molecular y los fragmentos m/z: 115y 139, donde uno de
estos corresponde al pico base del espectro. Para las saponinas esteroidales se
utilizan actualmente técnicas de Espectrometria de masas con ionizacion suave
como Desorcién de Campo (FD) y Bombardeo con Atomos Réapidos (FAB) las
cuales permiten ademas de conocer el peso molecular, establecer los carbohidratos
ligados.(30, 35)

- Detector evaporativo Light Scattering (ELSD):

Es ideal para la deteccion de analitos que no tienen grupos cromoforos, ya que no
se basa en la absorcién Optica. Esta disefiado para muestras no volatiles o donde

se requieren solventes de alto punto de ebullicion- 44
- Detector de Resonancia Magnética Nuclear:

Las sapogeninas esteroidales pueden reconocerse en sus espectros de
Resonancia Magnética Protdnica por las sefales de los protones localizados sobre
los carbonos unidos a 4tomos de oxigeno como son: C-16, C-3, C-26, C-18 y C-19.
La sefal del proton 16 aparece alrededor de 4.5 ppm en forma de un cuartete. La
sefal del protén 3 aparece alrededor de 3.5 ppm cuando en el carbono 3 existe un
grupo hidroxilo. Los protones del C-26 resuenan en 3.3-4.0 ppm (H-26 ecuatorial
dd, J=10y 2-3 Hz; H26 axial dd, J=10y 10 Hz). Los protones del metilo-18 resuenan
como un singlete en 0.7-0.8 ppm y los del metilo-19 en 0.9-1.2 ppm, también en
forma de singlete.(41) El desplazamiento quimico de los protones de los metilos 21
y 27 depende de la estereoquimica del C-25. Asi, estos resuenan como dobletes
(J=7 hz) alrededor de 1.08 y 0.98 ppm respectivamente en isébmeros 25S, mientras
que en los isémeros 25R resuenan en 0.96 y 0.78 ppm respectivamente.%)

En los espectros de Resonancia Magnética de Carbono-13, se aprecian las sefales
de los carbonos 16, 22, 25, 26 y 27, alrededor de 80, 110, 30, 65 y 17,
respectivamente. En el caso del isomero 25S los carbonos C-25, C-26 y C-27

resuenan alrededor de 27, 65 y 16 ppm respectivamente, mientras que en el
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isbmero 25R resuenan alrededor de 30, 67 y 17 ppm, respectivamente. Los

carbohidratos ligados presentan espectros caracteristicos. %

Debido a que esta ultima técnica de andlisis permite asignaciones estructurales
finas, es muy utilizada actualmente, especialmente en experimentos
heteronucleares, como HMBC y HMQC.0
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3. Materiales y métodos.

3.1 Disefio metodoldgico

3.1.1. Tipo de estudio

Se desarroll6 una revisién sistematica cualitativa, a través de un estudio de tipo
prospectivo, descriptivo y analitico, con el propdsito de valorar las metodologias de
cuantificacion de saponinas esteroidales, y sus correspondientes sapogeninas, con
vistas a definir las técnicas analiticas adecuadas para su determinacion en los

extractos obtenidos de Agave brittoniana Trell.
3.1.2. Universo y muestra

La busqueda de informacién se realizé en las bases de datos electronicas, tanto a
texto completo como de datos referenciales PubMed, Redalyc, Scielo y Google
académico, segun las siguientes categorias de busqueda: revision sistemética,
métodos de identificacion, métodos de cuantificacion, cromatografia,

espectrofotometria, combinados con las palabras saponinas esteroidales.

La investigacion se enfoco en estudios originales publicados en revistas cientificas,
tesis de doctorados, maestrias y titulacion, reportes de investigacion, indexadas
durante el periodo 2000 — 2021 sobre la determinacion cualitativa y cuantitativa de
las saponinas esteroidales y sus sapogeninas. Se revisaron exhaustivamente las
metodologias descritas, con un enfoque cronoldgico, enfatizando en las técnicas

descritas.
3.1.3 Variables

Las principales variables estudiadas (Tabla 3) se obtuvieron directamente de las

publicaciones seleccionadas para el estudio.
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Tabla 3. Principales variables empleadas en el estudio.

VARIABLE/Tipo DESCRIPCION

Afio de publicacién 2021

2020-2016

2015-2011

2010-2006

2005-2000

Tipo de muestra Hojas

Flores

Frutos

Tallos

Raices

Extractos

Tipo de extracto etanol

agua

n-butandlico

Objetivo del analisis Cualitativo

Cuantitativo

Método analitico cualitativo Espuma

Hemolisis

Otro

Método analitico de | Métodos espectrofotométricos
cuantificacion Métodos cromatogréficos
Analito objeto de estudio Azlcares

Saponinas

Sapogeninas

Técnica analitica Espectroscopia UV-Vis indirecta
Cromatografia de capa delgada
CLAE o HPLC

3.1.4 Métodos, técnicas e instrumentos

Se realiz6 una revision estructurada de articulos cientificos de origen primario
publicados en revistas indexadas en las bases de datos electrénicas PubMed,

Redalyc, Scielo y Google académico.

La busqueda, identificacion y seleccion de los articulos cientificos se realiz

mediante el procedimiento descrito a continuacion:

Se eligié la mayor cantidad de articulos primarios publicados en idioma inglés y
espafiol en las bases de datos PubMed, Redalyc, Scielo y Google académico. Estas
bases de datos recopilan revistas cientificas indexadas con publicaciones en el area
de la determinacion cualitativa y cuantitativa de las saponinas esteroidales y sus
sapogeninas. La pesquisa se ejecuté mediante la blusqueda de métodos de
identificacion, métodos de cuantificacién, cromatografia, espectrofotometria,
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combinados con las palabras saponinas esteroidales y la creacion de un duo de
expertos (autor y tutor) que leyeron de forma independiente y seleccionaron los
estudios que estimaron mas representativos en cada caso y actuaron como

revisores independientes en la seleccion de los articulos.
Se excluyeron trabajos en cualquier otro idioma.
3.1.5 Seleccidén de articulos potenciales

La seleccidén de las publicaciones se desarroll6 tomando en consideracion los
criterios de inclusion previamente establecidos. A continuacién se ejecuté la lectura
del titulo y del abstract o resumen de cada uno de publicaciones seleccionadas.
Finalmente los documentos fueron leidos de forma integra, y seleccionados
aquellos referidos a métodos de identificacibn, métodos de cuantificacion,
cromatografia, espectrofotometria, combinados con las palabras saponinas

esteroidales.
3.1.6 Extraccion de datos de los articulos primarios

Asimismo, la extraccion de los datos a partir de las publicaciones estuvo a cargo de
dos revisores, con vistas a garantizar la confiabilidad de los resultados

reportados(*®

La informacién extraida de cada una de las publicaciones seleccionadas se registro

en bases de datos elaboradas en el programa Microsoft Excel (version 2007).

3.2 Andlisis de los resultados

En este trabajo, los resultados se presentan mediante resimenes de la informacién
obtenida. Dichos resultados fueron obtenidos a través de una metodologia

sistemética y reproducible.

La interpretacion de los resultados conllevd una discusién sobre las limitaciones del
estudio y los posibles sesgos. Adicionalmente, se discutié sobre la solidez
metodoldgica de los resultados y su aplicabilidad, junto con recomendaciones para

la ejecucion de estudios de cuantificacion de saponinas y sapogeninas en el futuro.
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4. Resultados y discusion.

Sobre la base de la busqueda realizada, referida a métodos de identificacion,
métodos de cuantificacion, cromatografia, espectrofotometria, combinados con
las palabras saponinas esteroidales, y teniendo en cuenta los criterios de

inclusion, se identificaron las publicaciones potenciales.

4.1. Identificacién y seleccion de publicaciones.

La estrategia de busqueda se asentd en las siguientes bases de datos
electrénicas, tanto a texto completo como de datos referenciales. PubMed,
Redalyc, Scielo y Google académico, segun las categorias de busqueda:
definidas.

La cobertura temporal de la busqueda abarcé desde enero del 2000 hasta
septiembre del 2021.

La bdsqueda realizada en las bases de datos electronicas, segun los criterios de
inclusion definidos, permitié elegir 31 publicaciones del total de la bibliografia
consultada (tabla 4). Las mismas fueron seleccionadas como sigue: 11 de
PubMed (35,48 %), 9 de Redalyc (29,03 %), 5 de Scielo (16,13 %) y 6 de Google
scholar (19,35 %). Los resultados se muestran en la figura 5.

11
12

10

PubMed Redalyc Scielo Google scholar

Fuente: Matriz de revision bibliografica
Elaborado por: Autora

Figura 5. Distribucion de las publicaciones seleccionadas segun la base de datos
electronica utilizada.
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Tabla 4: Matriz resumen de articulos cientificos seleccionados.

No. | Autor principal/ |Idioma | Titulo Revista / Tesis Pais
Afo publicacion
1. | Geng, P Inglés | Classification of structural characteristics facilitate Food chemistry EEUU (46)
2021 identifying steroidal saponins in Alliums using ultra-
high performance liquid chromatography high-
resolution mass spectrometry
2. | Yasmeen, S Inglés | Quantification of Protodioscin in Tribulus terretris. Latin American Journal | Pakistan | (47)
2020 Spray Dried Extract by RP-HPLC Diode Array of Pharmacy
Detection
3. | Yuan, B Inglés | Simultaneous quantification of polyphenols, Food chemistry EEUU (48)
2020 glycoalkaloids and saponins in African nightshade
leaves using ultra-high performance liquid
chromatography tandem mass spectrometry with
acid assisted hydrolysis and multivariate analysis
4. | Krél-Kogus B Inglés | Qualitative and quantitative HPLC-ELSD-ESI-MS Journal Acta Polonia | (49)
2020 analysis of steroidal saponins in fenugreek seed Pharmaceutica
5. | Prithvi P Inglés | Qualitative and quantitative determination of Journals Paris (50)
2020 steroidal saponins in Trillium govanianum by Phytochemical
UHPLC-QTOF-MS/MS and UHPLC-ELSD Analysis
6. | Tenon, M Inglés | Rapid, cost-effective and accurate quantification of | Journal Food China (44)
2017 Yucca schidigera Roezl. steroidal saponins using Chemistry
HPLC-ELSD method
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Tabla 4: Matriz resumen de articulos cientificos seleccionados. (Continuacién)

ecologico

Universidad Autbnoma
de Puebla

No. | Autor principal/ | ldioma | Titulo Revista / Tesis Pais
Afio publicacion
7. | Rodriguez Espafi | Determinacion y cuantificacion de saponinas en las | Tesis de Ecuador | (51)
Baquerizo, JE ol hojas de la cabuya (furcraea andina) para su Grado/Universidad de
2017 posible uso como tensoactivo en detergentes Guayaquil
biodegradables
8. | Quillay Davila, Espaii | Contenido de saponinas y actividad cicatrizante de | Revista Cubana de Cuba (52)
MA ol Cecropia peltata y Parthenium hysterophorus Farmacia
2017
9. | Mena Valdés, L Inglés | Determination of saponins and others secondary Revista Cubana de Cuba (53)
2015 metabolites in aqueous extracts of Sapindus Plantas Medicinales
saponaria L. (jaboncillo)
10. | Hernandez Espafii | Efecto de la concentracion de saponinas en la Tesis de Guatem | (54)
Guzman, AC ol actividad hemolitica de extractos de ocho plantas Grado/Universidad de | ala
2014 de uso medicinal en Guatemala San Carlos
11.| Upadhyay, S Inglés | De novo leaf and root transcriptome analysis Journal BMC Pakistan | (55)
2014 identified novel genes involved in Steroidal Genomics
sapogenin biosynthesis in Asparagus racemosus
12. | Portilla Segura, A | Espail | Extraccion y cuantificacion de saponinas de amole | Tesis México | (56)
2014 ol (sicyos deppei g.) para la elaboracion de jabén profesional/Benemérita

26


https://bmcgenomics.biomedcentral.com/articles/10.1186/1471-2164-15-746#article-info
https://bmcgenomics.biomedcentral.com/
https://bmcgenomics.biomedcentral.com/

Tabla 4: Matriz resumen de articulos cientificos seleccionados. (Continuacién)

No. | Autor principal/ | ldioma | Titulo Revista / Tesis Pais
Afio publicacion
13.| Guzman, BC Espafi | Cuantificacion de saponinas en muestras de Revista Boliviana de Bolivia (57)
2013 ol cafihua chenopodium pallidicaule aellen Quimica
14. | Siller Juarez, DF | Espafi | Extraccion y purificacion de saponinas del residuo | Tesis de México | (58)
2012 ol del Agave lechuguilla Torrey (guishe) y su Grado/Universidad
aplicacion potencial Auténoma Agraria
Antonio Narro
15.| Benavides, OL Inglés | Sapogenins Quantification of Fresh and Fermented | Journal Informacién Colombi | (59)
2012 Juice of Figue (Furcraea gigantean) by Tecnoldgica a
HighPerformance Liquid Chromatography (HPLC-
PDA)
16.| Lozano, M Espaii | Cuantificacion de saponinas en residuos de quinua | Revista boliviana de Bolivia (60)
2012 ol real quimica
17.| Rojas Avalos, AS | Espafl | Cuantificacion por espectrofotometria UV/Vis de Trabajo de Peru (61)
2011 ol las saponinas contenidas en el episperma de la Investigacion Tipo 1
especie Chenopodium quinoa willd (Quinua)
procedente de la provincia de Santogo-La libertad
18. | Kowalczyk, M Inglés | Qualitative and Quantitative Analysis of Steroidal Journal of Agricultural | Polonia | (62)
2011 Saponins in Crude Extract and Bark Powder of and Food Chemistry
Yucca schidigera Roezl.
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Tabla 4: Matriz resumen de articulos cientificos seleccionados. (Continuacién)

2007

dipsaceus por Cromatografia de Liquida de alta
Resoluciéon (HPLC)

Nacional de Truijillo

No. | Autor principal/ | ldioma | Titulo Revista / Tesis Pais
Afio publicacion
19.| Zhang, T Inglés | Qualitative and quantitative analysis of steroidal Journal of China | (63)
2010 saponins in crude extracts from Paris polyphylla Pharmaceutical and
var. yunnanensis and P. polyphylla var. chinensis Biomedical Analysis
by high performance liquid chromatography
coupled with mass spectrometry
20.| shuli Man Inglés | Qualitative and quantitative determination of major | Journal of China (64)
2010 saponins in Paris and Trillium by HPLC-ELSD and | Chromatography B
HPLC-MS/MS
21.| Alexandre S Ingles | Steroidal saponins from Yucca gloriosa L. Journal Italia (65)
2010 rhizomes: LC-MS profiling, isolation and Phytochemistry
guantitative determination
X. X. Liu Ingles | Simultaneous Analysis of Eight Bioactive Steroidal | Akjournal Acta China (66)
2009 Saponins in Gongxuening Capsules by HPLC— Chromatographica
ELSD and HPLC-MS
22.| Xiao-Xiao Liu Inglés | Simultaneous quantification of both triterpenoid and | Journal Separation China | (67)
2008 steroidal saponins in various Yunnan Baiyao Science
preparations using HPLC-UV and HPLC-MS
23.| paredes Murifio, | Espafi | Identificacion y cuantificacién de las saponinas Tesis de Peru (68)
HF ol contenidas en el fruto de la especie Cucumis Grado/Universida
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Tabla 4: Matriz resumen de articulos cientificos seleccionados. (Continuacion)

No. | Autor principal/ | ldioma | Titulo Revista / Tesis Pais

Afio publicacion

24. Ahn, MJ Inglés | Identification and quantification of steroidal Journal of Korea | (69)
2005 saponins inpolygonatum species by HPLC/ESI/MS | Pharmaceutical

Sciences

25.| Guerra Leén, JO Espafi | Uso de nuevas técnicas espectroscopicas en la Revista Cubana de Cuba (70)

2005 ol elucidacion estructural de moléculas complejas. Quimica
saponinas esteroidales del agave brittoniana t

26.| Hernandez SR Espafi | Extraccion y cuantificacion indirecta de las Red de Revistas México | (71)

2004 ol saponinas de Agave lechuguilla torrey Cientificas de Ameérica
Latina

27.| Teresa R Inglés | Evaluation of sapogenin contests in native yam Journal Colombi | (72)

2003 varieties (dioscorea spp.) from Colombian Cordoba | Cienc.Quim.Farm a
University collection.

28.| Lurssen Cardova, | Espafi | Cuantificacion de saponinas esteroidales en Yucca | Tesis de Guatem | (73)
LM ol Elephantipes (flor de izote) Grado/Universidad de | ala
2001 San Carlos

29.| Lopez Fuentes, Espaii | Cuantificacion de sapogeninas esteroidales en Tesis de Guatem | (74)
GL ol Phytolacca icosandra L(saquichd) Grado/Universidad de | ala
2000 San Carlos

30.| Quevedo Espafi | Cuantificacion de sapogeninas esteroidales en Tesis de Guatem | (75)
Campos, MN ol muestras de Sapindus saponaria Grado/Universidad de | ata
2000 San Carlos
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La pesquisa ejecutada para la eleccion de bibliografia en las bases de datos
electrénicas mencionadas, se basé en la busqueda de una tematica bien

definida, a través de las palabras: métodos de identificacién, métodos de

cuantificacion, cromatoqrafia, espectrofotometria; combinadas con los vocablos

saponinas_esteroidales y/o sapogeninas esteroidales. Este hecho limité el

namero de publicaciones disponibles pero las elegidas (tabla 4) ofrecen
informacion suficiente para obtener la informacién requerida para el desarrollo
de la investigacion.

La informacién extraida de cada uno de los articulos seleccionados se registro
en una base de datos elaborada con el programa Microsoft Excel version 365.
4.2 Descripciéon de las publicaciones seleccionadas segun las variables

en estudio

Basado en las publicaciones seleccionadas, que se listan en la tabla 4 “474, se
realiz el analisis de las variables definidas (tabla 3).

En relacion con la variable afio de publicacion, la revision de la literatura
publicada, con respecto a la determinacion cualitativa y cuantitativa de las
saponinas esteroidales y sus sapogeninas, demuestra que son metabolitos
secundarios de gran interés por las diversas propiedades farmacoldgicas que se
le atribuyen. (53.72,74,75)

Las publicaciones seleccionadas para el estudio abarcan un intervalo de tiempo
entre 2000 y 2021. En la tabla 5 se muestra la distribucion de las publicaciones
segun el ano, referidas segun intervalos de cinco afos.

Tabla 5: Distribucién de las publicaciones seleccionadas segun el afio de

publicacion
Afo publicacion Nro Porcentaje
2021-2016 8 25.81
2011-2015 10 32.26
2006-2010 6 19.35
2005-2000 7 22.58
Total 31 100,00

Fuente: Matriz de revision bibliografica
Elaborado por: Autoras

Como se puede observar, el 58,07 % se corresponde con bibliografia publicada

en la ultima década, de ellas el 44,44 % se publicaron en el Ultimo quinquenio.

30



El andlisis de las publicaciones seleccionadas, con esta distribucién segun el
intervalo de afios, permitid obtener criterios acerca de la evolucion de las
metodologias analiticas para la identificacion y la cuantificacion de las saponinas
esteroidales y sus sapogeninas.

En relacion con la variable tipo de muestra, se tuvo en cuenta el 6rgano o parte
de la planta que contenia a las saponinas esteroidales, segun se reporto en las

publicaciones consultadas (Figura 6)

Tipo de
Nro
muestra
Hojas 21
Flores 3
100.00 Frutos 7
80.00 Tallos 6
. 67.74
19.35 3.23 Raices 6
19.35| 6.45
60.00 2.58 Semillas 2
Corteza
40.00 Semlllas Corteza 1
9 53 Raices
Tallos Total 31
20.00 Frutos
Flores
0.00 HO]aS

Fuente: Matriz de revision bibliografica
Elaborado por: Autora

Figura 6: Distribucién de las saponinas esteroidales segun los 6rganos o partes

de las plantas que la contiene, en las publicaciones seleccionadas.

La revision llevada a cabo, en las 31 publicaciones elegidas, arrojo que la
presencia de saponinas esteroidales en las hojas es mayoritaria, apareciendo

descritas en el 67,74 % de las mismas.(8, 13, 31)

Adicionalmente, se detectaron en frutos (22,58 %), tallos y hojas, con un 19,35

% de aparicidn respectivamente.
Son menos frecuente de encontrar en semillas y cortezas de las plantas.

Las saponinas esteroidales no son exclusivas de un determinado organo de la
planta, con frecuencia se encuentran de forma simultanea en varias partes de la
especie. Ejemplo de ellos es la planta Flor de izote donde se encuentran en
flores, tallos y hojas (™®; en la Sapindus saponaria se encuentran presentes en

frutos y tallos ("®); hojas tallos y fruto (74,
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Estos resultados permiten confirmar que las saponinas esteroidales pueden

estar presentes en diferentes partes u érganos de las plantas.

En la relacion con la variable objetivo del analisis, se puede observar que tanto
la identificacion cualitativa como la determinacion cuantitativa, tienen igual

prevalencia en las investigaciones (Tabla 6).

Tabla 6: Técnicas de identificacion cualitativa y de determinacién cuantitativa de

saponinas esteroidales o sus porciones, en las publicaciones seleccionadas.

Andlisis cualitativo Analisis cuantitativo

Método nro. | % Método nro. | %
Espuma 21 67,74 | Hemdlisis 5 16,13
Hemolisis 5 16,13 | Gravimetria 2 6,45
CCP 4 12,90 | Espectrofotometria UV-Vis 10 32,26
RMN 1 3,23 HPCL 15 48,39
IR 1 3,23

MS 10 32,26

CG-MS 1 3,23

Total publicaciones 31 100,00 | Total publicaciones 31 100,00

Leyenda: CCD: cromatografia de capa delgada; IR: espectroscopia infrarroja; RMN resonancia
magnética nuclear MS: espectroscopia de masa; CG-MS: cromatografia de gases acoplada a
espectroscopia de masa; UV-Vis: espectrofotometria ultravioleta- visible; HPLC: cromatografia
liguida de alta eficacia.

Fuente: Matriz de revision bibliografica

Elaborado por: Autora

Hasta hace dos décadas, la metodologia de identificacion se basaba
principalmente en la formacion de espuma (67,74 % de las publicaciones en

estudio), y en la actualidad continta teniendo aplicacion.

Dada la importancia de determinar la presencia de saponinas esteroidales, se
han desarrollado técnicas analiticas mas especificas, como: cromatografia de
capa delgada (CCD) 4 articulos (12,90 %); espectroscopia infrarroja (IR) vy
resonancia magneética nuclear (RMN) con un reporte cada uno (3,23 %). La
espectroscopia de masa (MS) es de las mas empleadas en la actualidad,
reportandose en 10 de las publicaciones analizadas, que representan el 32,26
%. También se encontré la identificacion cualitativa de saponinas con el empleo
de cromatografia de gases acoplada a masa (CG-MS). Las técnicas IR, RMN y
MS son capaces de dilucidar las estructuras quimicas de las moléculas de

saponinas que se investigan.
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Por su parte, la determinacion cuantitativa, en sus inicios, se basaba en la
determinaciéon del indice de hemodlisis. Con la evoluciéon del instrumental de

laboratorio, las técnicas de cuantificacion también se han ido desarrollando.

En la actualidad, se cuenta con metodologias analiticas méas sensibles,
especificas y exactas, que permiten la deteccion y cuantificacion de saponinas
esteroidales y sus sapogeninas, en matrices complejas. Entre ellas podemos
mencionar: espectrofotometria UV visible (UV-Vis) (/8 y cromatografia liquida de
alta eficacia (CLAE o HPLC, segun sus siglas en inglés), quien acoplada a
detectores UV-Vis (HPLC-UV-Vis), indice de refraccion (HPLC-RI),
espectrometria de masas (HPLC-MS), evaporativo de dispersion de luz (HPLC-
ELSD), ionizacion por electropulverizacion (HPLC-ESI). Se pueden alcanzar
limite de cuantificacién bajos cuando utilizamos HPLC con el detector adecuado.

En el analisis del analito objeto de estudio comprobamos que las técnicas de
cuantificacion pueden estar focalizadas hacia las saponinas como tal, o

cuantificar sus sapogeninas y azucares.

10%

Analito Nro
B saponinas 18
[l sapogeninas 10
32% azlcares 3
Total 31

Fuente: Matriz de revision bibliografica
Elaborado por: Autora

Figura 7: Distribucion de los tipos de analitos que se determinan, en las

publicaciones seleccionadas.

Como se puede observar en la figura 7, el 58 % de las publicaciones analizadas
cuantifican las saponinas en base su estructura como tal; mientras que el 42 %

las cuantifica en bases a sus porciones: sapogeninas (32 %) o azUcares (10 %).
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Las técnicas analiticas empleadas para la cuantificacion se resumen en la tabla

7. Se puede observar que las técnicas mas empleadas son Espectrofotometria

UV-Vis indirecta y HPLC

Tabla 7: Técnicas de determinacidn cuantitativa de saponinas esteroidales o sus

porciones, en las publicaciones seleccionadas.

Técnicas analiticas de cuantificacién Nro. %

Espectrofotometria UV-Vis indirecta 10 32,26
Cromatografia de capa delgada 5 16,13
HPLC 15 48,39
Total publicaciones 31 100,00

Fuente: Matriz de revision bibliografica
Elaborado por: Autora

e Descripcidn de las técnicas analiticas:

Espectrofotometria UV-Vis:

a) Método de Baccou: Este método se basa en el uso de un reactivo

consistente en acido sulfrico concentrado (1 mL); anisaldehido (0,5 mL) y
acido acético (5 mL) para relevar esteroides y particularmente sapogeninas,
después de su separacion por cromatografia en capa fina. Sin embargo,
como la mezcla es inestable y rapidamente desarrolla un color rojo oscuro
no es aplicable a espectrofotometria, Baccou, sugirid: a) 0,4 ml de
anisaldehido ademas de 99,5 ml de acetato de estilo y B) &cido sulfarico. El
reactivo A estable; el acido sulfurico concentrado es posible diluirlo en el
mismo volumen de acetato de etilo dando lugar al reactivo ¢) 50 ml de acido
sulfarico concentrado y 50 ml de acetato de etilo. Para la determinacion de
sapogeninas por este método, se colocan 0-40 g de saponina esteroidal y
se disuelve en 2 ml de acetato de etilo y se adicionan 1ml del reactivo A y
un ml del reactivo ¢, después de mezclar, se coloca el tubo en bafio Maria
a 60°c por 20 min, enseguida se enfria por 10 minutos en bafio de agua a

temperatura ambiente y se mide absorbancia a 430 nm. (73-79)

Gloria. L. |, et al (2000) , aplican el método para la determinacion de las
saponinas esteroidales de Phytolacca icosandra L, que fueron aisladas
mediante cromatografia en capa fina y cuantificadas
espectrofotométricamente, haciendo reacciones de coloracion con
anisaldehido, &cido sulfurico y acetato de etilo; lo cual origina un cromoforo

gue presenta un pico Unico de absorcibn a 430 nm para todas las
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sapogeninas de naturaleza esteroidal. Se demostréo que la cantidad de
saponinas esteroidales presentes en la planta Phytolacca icosandra L
(saquichan) es mayor al 0,1 % en las hojas. En conclusion, la cantidad de
sapogeninas esteroidales presentes en la planta fue mayor en las hojas
(0,123%) que en el tallo (0,013%) y los frutos (0,06%); lo que se demostro,
mediante andlisis de varianza, que existen diferencias significativas entre
el contenido de sapogeninas presentes en cada una de las partes de la

planta analizada.

Lilian M.L et al (2001)®), con el fin de determinar si la planta Yucca
elephantipes (flor de izote) posee saponinas esteroidales en un porcentaje
mayor al 0,1% y asi evaluar si dicha especie pudiese constituir fuente
potencial de materia prima para la sintesis de hormonas sexuales,
cortisona, esteroides, diuréticos, vitamina D y heterdsidos cardiacos; realizo
diferentes ensayos y métodos para la determinacion de dichos metabolitos.
Realiz6 el método espectrofotométrico descrito por Baccou, como resultado
encontré que tanto las flores, el tallo y las hojas de la planta presentan
sapogeninas esteroidales mayores al 0,1 % (flor 10,58 %, tallo 10,28 % y
hojas 9,828%), por lo que poseen potencial utilidad como fuente de materia

prima.

También fue empleado por Maritza N.Q (2000)®, quien determiné el
contenido de sapogeninas esteroidales en las muestras de frutos de la
planta Sapindus saponaria; demostrando que las muestras analizadas
contienen un porcentaje mayor al 0,1 % de sapogeninas esteroidales. La
muestra del departamento de Huehuetenango obtuvo mayor concentracion
de sapogeninas (3,66%) con respecto a la muestra proveniente de Santa
Rosa (1,62%).

La cuantificacidon de las saponinas esteroidales (ergosterol, estigmasterol y
diosgenina) fue realizada por Astrid C, Virginia J. et al (2014)®% por el
meétodo propuesto por Baccou y colaboradores en 1977 para Byrsonima
crassifolia 1,78%+0,222%, Bixa orellana 0,80%+0,04%, Lippia graveolens
0,21%+0,06%, Litsea guatemalensis 3,19%+0,10%, Petiveria alliacea
0,92%+0,04%, Phlebodium pseudoaureum 1,06%+0,05%, Smilax
domingensis 0,21%+0,006% y Solanum nigrescens 1,42%z+0,007%.
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b)

Método de Lieberman-Burchard: se basa en hacer reaccionar las saponinas

esteroidales con el reactivo de Lieberman-Burchard, que consiste en una
mezcla de 1 mL de anhidrido acético y 1 mL de cloroformo, se enfrian a 0°C
y se afiade una gota de acido sulfarico concentrado. La prueba es positiva
para esteroles cuando hay formaciéon de productos coloreados.®7: 75

Blanca G, Dora L. Cruz (2013)®7), realizaron la cuantificacién de saponinas
en extractos acuosos de 15 muestras de cafihua (Chenopodium pallidicaule
A), dos muestras adicionales, una muestra de quinua (Chenopodium
guinoa) y otra de una especie reportada por su alto contenido de saponina
denominada quentu (Rumex acetosella). Para la determinacion vy
cuantificacion de saponinas en las muestras emplearon el método de
Lieberman-Burchard. La cuantificacion espectrofotométrica permitio
establecer que las muestras contienen una apreciable cantidad de

saponinas.

Maribel L. Col. (2012)®9 en su trabajo realiz6 la cuantificacion del
rendimiento de extractos y de saponinas en residuos de escarificado
generados en empresas exportadoras de quinua en Bolivia. El porcentaje
de saponinas determinado utilizando espectrofotometria UV-Vis siguiendo
el protocolo establecido por Monje y Raffaillac en el cual se hace uso de la
adicion del reactivo de Lieberman-Burchard y lo compararon con el método
desarrollado por cromatografia HPLC con detector DAD vy utilizando una
columna RP C18; observandose que no hay grandes diferencias entre los

resultados cuantitativos de ambos métodos.

HPLC:

La cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC) es un método analitico que

identifica los componentes de mezclas compuestas o compuestos. Esta

tecnologia fue desarrollada en la década de 1980 con el desarrollo de

programas Yy distintos tipos de columnas utilizadas para el analisis complejo.

Es muy empleada para el estudio y desarrollo de productos en industrias como

la farmacéutica, ambiental, alimenticia, de bebidas y energia.

Los instrumentos de HPLC pueden funcionar con distintos detectores y

programas.
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b)

HPLC con detector UV-Vis:

Los detectores ultravioletas (UV) son econdémicos y populares. Es

principalmente utilizado en las ciencias biomédica y farmacéutica para
separar e identificar los principales componentes activos de una mezcla.
Este tipo de detector responde a sustancias que absorben luz, no pueden
utilizarse para probar sustancias bajas en croméforos (incoloros o
practicamente incoloros). Los detectores de UV son los mas versétiles, ya
que cuentan con la mayor sensibilidad y linealidad.®“7: 7. 76)

Sidra Y.et al (2020)“"), cuantificaron la saponina esteroidal denominada
protodioscina del extracto secado por pulverizacion de T. terrestris mediante
el método de HPLC de fase inversa junto con el detector UV. El sistema
disolvente estaba compuesto de agua y acetonitrilo. Us6 una elucion en
gradiente para la separacion del biomarcador a 200 nm y a un caudal de 1,0
mL/min. La separacion la realizaron usando una columna C18 y una
temperatura de 40 °C. El método fue validado segun las pautas de ICH para
precision, exactitud, recuperacion y reproducibilidad, seguridad y robustez
por las pautas CPMP/ICH/381/95. Encontraron que el contenido de
protodioscina era del 1,06% en comparacién con el estandar.

Xiao-Xiao Liu, et al (2008)®7, desarrollaron por primera vez un método de
HPLC para el andlisis cuantitativo simultaneo de trece saponinas, incluidas
cinco saponinas triterpenoides y ocho saponinas esteroides, en una serie
de preparaciones tales como: polvo, capsulas, aerosol, pasta de dientes,
yeso y venda adhesiva. La separacion por HPLC se realiz6 en una columna
de fase inversa Shim-pack C18 en modo de gradiente con deteccion UV a
203 nm. Todas las curvas de calibracion mostraron una buena regresion
lineal (r> > 0,9981) dentro de los rangos de prueba. La precision y
repetibilidad de los métodos fue mejor que 4,22 y 4,78%, respectivamente.
HPLC con detector UV-MS:

Este instrumento forma uno de los mejores conjuntos analiticos. El HPLC-

MS es el detector mas potente. Tiene particularmente relevancia dentro del
ambito de la ciencia médica y es ampliamente utilizado en laboratorios
farmacéuticos y en la investigacion y el desarrollo. El principal beneficio del
HPLC-MS es su capacidad de analizar y proporcionar la identidad molecular

de un amplio rango de componentes. ©3.64)
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Usualmente, se emplean métodos analiticos de cuantificacion por HPLC,

donde se combinan varios tipos de detectores.

Ting Zhang, et al (2010)®3, para la identificacion y cuantificacion
simultdneas de saponinas esteroidales en los rizomas de Paris polyphylla
var. yunnanensis y P. polyphylla var. chinensis, utilizaron HPLC junto con
la MS en tAndem de mudltiples etapas de ionizacion por electrospray (HPLC-
ESI-MSn) y la deteccion MS de triple cuadrupolo (HPLC-ESI-MS/MS),
respectivamente. Los experimentos de HPLC se realizaron mediante una
columna C-18 de fase inversa y un sistema de fase maovil binaria que consta
de &cido férmico acuoso al 0,1% y acetonitrilo en condiciones de elucion en
gradiente. Los patrones de fragmentacion caracteristicos de las saponinas
esteroides de tipo diosgenina y pennogenina se investigaron utilizando ESI-
MSn en modo de iones negativos. Como resultado, se determinaron 17
saponinas en P. polyphylla var. yunnanensis y P. polyphylla var. chinensis,
respectivamente, incluidos cuatro compuestos desconocidos. ElI método
HPLC-ESI-MS/MS  desarrollado fue validado y se encontro

satisfactoriamente lineal, selectivo y robusto.

Shuli Man, et al (2020)®4, HPLC-ELSD y HPLC -ESI, para identificar y
cuantificar las saponinas esteroides en las plantas de Paris y Trillium. El
contenido de las saponinas conocidas tales como Paris |, II, I, V, VI, VII,
H, gracilina y protodioscina fueron determinadas por HPLC-ELSD y otras
12 saponinas esteroides fueron identificadas por HPLC -ESI, Al final, el
procedimiento analitico desarrollado demostré ser un método confiable y

rapido para el control de calidad de las plantas de Paris y Trillium

También se emplea cromatografia liquida de ultra alta eficacia (UHPLC), su
alta resolucion, en comparacion con un HPLC, permite una separacion
mejor en menor tiempo y mayor precision. El equipo dispone de dos
detectores: uno de ultravioleta-visible, tipo DAD, que permite confirmar las

identificaciones, y otro del tipo evaporativo de luz dispersada (ELSD).

Mariusz K, et al (2011)®?), cuantificaron mediante UHPLC con deteccién
espectrometria de masas saponinas esteroidales en jarabe de tallo

comercial y en extracto de una corteza de Yucca schidigera. Se generaron
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patrones de fragmentacion de saponinas de yuca usando disociacion
inducida por colision y se compararon con la fragmentacion de patrones
auténticos, asi como con informacién especifica publicada. Ademas de la
deteccion de doce saponinas que se sabe que se encuentran en Y.
schidigera, los datos de fragmentacion recopilados llevaron a
identificaciones provisionales de siete nuevas saponinas. Se desarrollo y

validé un método de cuantificacion para los 19 compuestos detectados.

Por su parte, Prithvi P. et al (2020)®9, para los métodos cualitativos y
determinacién cuantitativa de saponinas esteroides en T. govanianum;
desarrollaron un tiempo de vuelo de un método por UHPLC-QTOF-MS/MS
y un detector de dispersion de luz evaporativa de cromatografia liquida de
ultra alto rendimiento (UHPLC-ELSD). Los rizomas secos de T.
govanianum (100 mg) se extrajeron con etanol-agua (80:20; 10 mL)
mediante tratamiento ultrasénico durante 30 min a 40 ° C, para la
determinacion cualitativa y cuantitativa de saponinas esteroides. Se
identificaron un total de 24 saponinas; siete de ellos se caracterizaron por
comparar con estandares. El método mostrd buena linealidad (R2 = 0,993),
limite de deteccion (0,92—4,09 ug/mL), limite de cuantificacién (3,1-13,5
Mg/mL), precision [desviaciones estandar relativas (RSD) intradiarias
<4,3% y RSD entre dias <5,5%] y precisién (84,0-110,3%).

Algunos autores refieren el uso el método gravimétrico para la
cuantificacion de sapogeninas esteroidales para estudios farmacolégico y

toxicoldgicos** 51, asi como para elaboracion de productos comerciales.

Mathieu T, et al (2017)“%, utilizaron la técnica HPLC-ELSD y el método
gravimeétrico para la cuantificacion de las saponinas esteroidales de Yucca
GRAS.

Para la realizacion del estudio, se acopl6 un sistema HPLC (Agilent 1200)
y un detector ELSD (G4260). Se utilizé una columna Atlantis® T3 (3,0x 150
mm, 3 um) (Waters, Irlanda). La fase movil se compuso de dos soluciones
(A y B), donde A corresponde a &cido férmico al 0,1% (v/v) en agua y B
acido formico al 0,1% en acetonitrilo (v/v), con el siguiente perfil de
gradiente: 0-25 min linealmente desde 98% A hasta 40% A; 25-35 min
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linealmente desde 40% A hasta 20% A. La velocidad de flujo se establecid
en 0,6 mL/min y la temperatura de la columna se establecio en 25°C. La
evaporacion y la temperatura del nebulizador del ELSD se establecieron,

respectivamente, a 50°C y 40°C.

Los cromatogramas obtenidos se muestran en la figura 8.

Direct injection
Group 6
Group 2 Group 4

Group 1 Group 3

B Butanolic extraction

Loss of
Impurities saponins during
extracted butanolic
with cnr;\.mun
T

butanol

Fig. 8. Cromatograma HPLC/ELSD comparativo entre (A) inyeccion directa
de muestra de Yucca schidigera (grupo 1-5 correspondiente a saponinas
cuantificadas) y (B) fase butandlica resultante de la extraccion por

cuantificacion gravimétrica.

Llegaron a la conclusion que el método gravimétrico claramente subestima
0 sobreestima las saponinas, dependiendo de su polaridad, y por lo tanto,
no parece ser del todo adecuado para obtener saponinas precisas;
mientras que el método de cromatografia liquida junto con el detector ELSD
es un método rapido y confiable para la cuantificacion de moléculas no

cromoforicas, incluidas las saponinas esteroides “4)

4.3 Propuesta de metodologias para la cuantificacion de saponinas
esteroidales de Agave brittoniana T

El empleo de las plantas con fines terapéuticos mantiene atn una amplia validez.
Investigadores de la Facultad de Quimica y Farmacia, de la Universidad Central
“Marta Abreu” de Las Villas, y de la Unidad de Toxicologia Experimental (UTEX),
de la Universidad de Ciencias Médicas de Villa Clara (UCM-VC), han estudiado

las actividades farmacolégicas del Agave brittoniana T. Se encontré que
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presenta propiedades antiinflamatorias, efecto hipolipémico, antifingico, entre

otras aun en estudio.

El posterior desarrollo de formulaciones con uso farmacéutico, cosmeceéutico y
nutracéutico, impone contar con técnicas analiticas precisas, confiables y

seguras.

Teniendo en cuenta las condiciones de laboratorio de la Facultad de Quimica y

Farmacia, se proponen las siguientes metodologias:

1- HPLC con deteccidon por UV-Vis:

Es un método analitico que permite identificar los componentes de
compuestos 0 mezclas compuestas. La dificultad es la falta de grupos
cromaforos detectables por UV en la mayoria de las saponinas.

Se reporta en la bibliografia especializada que se han llevado a cabo
varias separaciones exitosas en mezclas que contienen saponinas
esteroidales, con la fase movil acetonitrilo-agua usando deteccion UV-Vis.
Es preferible el acetonitrilo que el metanol por su baja absorcién a esas
longitudes de onda.

El empleo de acido formico da como resultados compuestos coloreados
al reaccionar con los productos de deshidratacion de los aglicones. ©9
Las separaciones se realizan principalmente en columnas de octilsilano
(C8) y octadecisilano (C18).(42 43

La deteccion se realiza a la longitud de onda a la que se garantice una
absorbancia adecuada.

Se propone el empleo de la técnica de HPLC con detector UV-Vis para
muestras que requieran una separacion mejor en menor tiempo y mayor
precision, por ejemplo, estudios de estabilidad, cuantificacion en fluidos

biolégicos, entre otros.

Propuesta de las condiciones para la corrida cromatografica son:

- columna C-18 de fase inversa

- fase movil: un sistema binario que consta de acido férmico acuoso al
0,1% y acetonitrilo, que pudiera manejarse en condiciones de elucion
en gradiente

- flujo de la corrida cromatogréfica: 1,0 mL/min.
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- Detector UV-Vis

2- Espectofotometria UV-Vis con el empleo del reactivo de Liebermann

Burchard:

Debido a que la mayoria de las saponinas esteroidales presenta la falta de
grupos cromoforos detectables por UV, se precisa hacerlas reaccionar con
el reactivo de Liebermann-Burchard, que consiste en una mezcla de 1 mL
de anhidrido acético y 1 mL de cloroformo, se debe ser enfriada a 0°C, a la
gue se le aflade una gota de &cido sulfurico concentrado. La reaccion de
las saponinas con este reactivo provoca la formacion de productos

coloreados. 44

La deteccion se realiza a la longitud de onda 528 nm, dada la coloracion
gue se obtiene por la reaccion entre el reactivo Libermann Burchard con las

saponinas y derivados

42



Conclusiones



Conclusiones

Las metodologias analiticas para la identificacion cualitativa y la
determinacién cuantitativa de saponinas esteroidales estan
apropiadamente documentadas. La identificacion analitica se describe,
mayoritariamente, por los indices de espuma y hemdlisis. La técnica de
cuantificacion mas actual es HPLC acoplado a diferentes tipos de
detectores.

Se recomienda para la cuantificacion de saponinas esteroidales de
Agave brittoniana Trel. spp. Brachypus, en muestras que requieran
mayor precision, la técnica de HPLC-UV-VIS empleando columna C-18
y fase mévil: acido férmico acuoso y acetonitrilo.

Se recomienda para la cuantificacion de saponinas esteroidales de
Agave brittoniana Trel. spp. Brachypus, para andlisis que requieran
menor precision la técnica Espectofotometria UV-Vis con el empleo del

reactivo de Liebermann Burchard.
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Recomendaciones

1. Desarrollar y validar las metodologias propuestas para la cuantificacion

de saponinas esteroidales de Agave brittoniana Trel. spp. Brachypus
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