METODO DE ANALISIS DE
SAPONINAS TOTALES EN ALTRAMUZ

Extraccion y anélisis basados en el método de Navarro del Hierro, J., et al.
(2018). "Ultrasound-assisted extraction and bioaccessibility of saponins from
edible seeds: quinoa, lentil, fenugreek, soybean and lupin." Food Research
International 109: 440 — 447.

e Botellas de 25 ml

e Tubos de ensayo de 10 ml (preferiblemente de base redondeada)
e Tubos de centrifuga de 20 ml

e Matraces aforados 50 ml, 10 mly 5 ml

e Bafio de ultrasonidos

e Agitador vortex

e Agitador magnético

e Centrifuga

e Bafio termostatico

e Espectrofotémetro

e Cubetas resistentes a solventes y acido (p.ej. Brand 759150)
e Vanilina (CAS 121-33-5, Sigma-Aldrich Co. LLC.)

e Acido sulfarico concentrado (H2S04)

e Acido oleandlico (CAS 508-02-1, TCI)

e Etanol (CH3CH,0OH) <ﬂ>®
e Metanol (CH3zOH) <ﬂ>



2.1

2.2

2.3

Preparacién de reactivos

Reactivo _A: Vanilina 10% v/v en etanol (0,5 mL enrasados en

matraz aforado de 5 ml).

Reactivo B: Acido sulfarico 72 % v/v en agua (afiadir lentamente 36
ml de acido sobre aprox. 10 ml de agua, se calienta mucho, se deja
enfriar, se mezcla con mas agua y se enrasa en matraz aforado de

50 ml a temperatura ambiente).

Extracciodn

Se pesa 1 g de harina de altramuz en una botella (25 ml) y se
afiaden 10 ml de metanol. Se sonica 15 min (se calentard un poco,
debe mantenerse por debajo de 75 °C) y se deja en agitacion

(agitador magnético) durante 15 min a temperatura ambiente.

Se pasa a tubo de centrifuga de 20 ml. La mezcla se centrifuga a
3400 xg durante 10 min.

El contenido se guarda en tubos de ensayo en el congelador.

Recta de calibrado

Se prepara una solucion de acido oleandlico 2000 mg/l: Disolver 50
mg de patron de acido oleandlico en 25 mL de etanol enrasado en
un matraz aforado. Agitar bien hasta que se disuelva
completamente. Separar en tubos tipo Eppendorf y conservar a -
20°C.

Preparar diferentes diluciones de &cido oleandlico 2000 mg/l y
etanol, en tubos de 10 ml de cristal transparente. Las diluciones se

muestran en la Tabla 1.

! Es importante incorporar los 10 ml con precision, ja que este valor se utilizara a posteriori para calcular el
contenido de saponina expresada como porcentaje de acido oleandlico.
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2.4

Tabla 1. Preparacion de muestras para calibracidn.

Volumen solucidn Conc. Acido
p P it Volumen etanol i
Patrén acido oleandlico (ul) oleandlico
2000 mg/I (ul) H (mg/ml)
5 95 0.1
10 90 0.2
15 85 0.3
20 80 0.4
25 75 0,5
30 70 0.6

Analisis

En tubos de cristal transparentes de 10 ml se pipetean 25 ul del

extracto (muestra).

Los 25 ul del extracto deben ser llevados a sequedad completa para
evitar la reaccion de esterificacion del metanol con el sulfarico. Se
proponen dos procedimientos homaologos para evaporar el extracto:
[1] evaporar con corriente de nitrogeno a temperatura ambiente o
[2] poner los tubos 2-3 minutos a una estufa a 100°C. El contenido
se disuelve con 100 pl de etanol.

En relacién con la recta patron, se pipetean 100 pl de solucién de

distintas concentraciones (Tabla 1) dentro de los tubos de ensayo.
En las muestras y patrones se afiaden 100 ul de reactivo A.
En las muestras y patrones se afiade 1ml de reactivo B.

Los tubos se dejan 10 minutos en un bafio en agitacion a 60°C y a
continuacion se dejan enfriar durante 5 minutos en un bafio de agua
fria. Pasado este tiempo, y antes de proceder a la lectura, se agitan
los tubos. Se recomienda preparar la recta de calibrado juntamente

con las muestras, cada vez que se pretenda cuantificar.

Leer absorbancia a 540 nm. Usar cubetas que no sean de PS,

deben resistir acidos y solventes.
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2.5

Célculos
e Cuantificacion segun recta de calibracion (Tabla 1).

Se sustrae el valor del blanco a las muestras y a los patrones. Se
representa Abssso vs. Concentracién de acido oleandlico y se

calcula la recta de regresion en su parte lineal.

Acido oleandlico (%) = [(AbSsao—n)/ m] - F/ (P) - [100/1000]

Absszo: €s la absorbancia de cada muestra/patrén menos la del blanco
a 540 nm.

n: ordenada al origen de la recta de regresién
m: pendiente de la recta de regresidn

F: Factor de dilucién del extracto. F = 40

P: masa de la muestra en ¢

100/1000: conversion de (mg/g) a % (g/100 g)




