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DETERMINAREA CONTINUTULUI DE SAPONINE DIN PRODUSE
VEGETALE PRIN METODA/IMPRASTIERII LUMINII

M. Olariu,; K. Csedd, E. Bachner

In lipsa unor metode chimice satisficitoare, pentru dozarea saponi-
nelor din extracte vegetale se apeleaza indeosebi la metode biologice sau
fizice bazate pe anumite proprietdti comune saponinelor. Metodele biolo-
gice, bazate pe actiunea hemoliticd a saponinelor (4, 9, 11), sau pe pro-
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prietatea lor de toxicitate (5, 9), sint cele mai utilizate in practica curenta
deoarece tehnica necesard este foarte simplid. Neajunsul acestor metode
constid in precizia scizuti a determinirilor si in durata relativ mare a
operatiilor necesare. Metodele fizice descrise in literatura (1, 7, 8, 9) sint
nespecifice. In lucrarea de fatd prezentim o metodid combinati, in sensul
ca efectul biologic este analizat prin intermediul unui fenomen fizic.

Principiul metodei gi tehnica folositd

Pentru dozarea saponinelor din extracte vegetale, metoda de fati, ca
si metoda clasicad (11), se bazeazi pe compararea actiunii hemolitice a pro-
dusului vegetal cu actiunea hemoliticd a unor solutii etalon de saponina.
Deosebirea consti in modul de observare a procesului de hemolizd provo-
cat de prezenta saponinelor. Acest proces este evaluat cantitativ, pe cale
grafica, cu ajutorul unei metode propuse de noi (6), bazatd pe fenomenul
de impristiere a radiatiei laser (3) pe eritrocitele aflate in suspensie in-
tr-un mediu apos. Mediul de suspensie fiind o solutie hipotona de ser fi-
ziologic, chiar in lipsa saponinei apare un proces de hemolizi. Acesta este
observat prin intermediul unor curbe de’ imprastiere a luminii inregis-
trate automat, care descriu scdderea in timp a numarului de eritrocite
nehemolizate. Panta acestor curbeireprezintd viteza de hemoliza, parame-
trul care creste in prezenta/saponinei si care se determina pe cale grafica.
Masurind viteza de hemoliza pentruro serie de probe standard continind
solutie de saponini in concentratii /cunoscute; se| traseazi o curbi de eta-
lonare pe baza cireia putem determina cantitativ continutul de saponine
din diferite probe preparate in mod identic dar in care solutia de sapo-
nind este inlocuita cu extractul vegetal analizat.

Concentratia saponinelor in/ probele standard a fost cuprinsi in inter-
valul 0,02 % — 1%, domeniu in-eare'se incadrau concentratiile de sapo-
nind din extractele vegetale analizate:' Pentru prepararea acestor solutii
am utilizat saponind pura de fabricatie MERCK, dizolvati in ser fiziologic.
Suspensiile eritrocitare au fost preparate la o concentratie de 0,5%
NaCl, utilizindu-se eritrocite umane grupa A (II), spalate in ser fiziologic.
Concentratia clorurii de sodiu se alege astfel incit procesul de hemoliza
sd decurga intr-un interval de timp potrivit fatad de viteza hirtiei la inre-
gistrator (1—4 minute de la momentul introducerii eritrocitelor). Volumul
necesar pentru observatii fiind de aproximativ 20 ml, suspensiile eritroci-
tare au fost preparate astfel; 18,5 ml solutie hipotona de NaCl, 1 ml masa
eritrocitard diluati cu ser fiziologic in raportul 125 gi 0,5 ml solutie stan-
dard de saponini (respectiv 0,5 ml extract vegetal). In acest fel, fatd de
probele standard preparate initial, in suspensiile supuse determinarilor
concentratia saponinelor este de fapt mai mica de 40 de ori. Pentru fie-
care serie de observatii am inregistrat si cite o curbid martor obtinuta pen-
tru o suspensie preparatd in conditii identice dar fara continut de sapo-
nina. Extractele vegetale analizate au fost obtinute prin metoda clasica de
extractie, prin fierbere cu ser fiziologic.

Instalatia de impristiere utilizatd a fost construitd dupad modelul
Wippler-Scheibling (2, 10), adaptatd fiind pentru utilizarea laserului ca
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Fig. nr. 1: Curbe de impristiere a luminii inregistrate pentru o serie de
probe standard continind saponina in concentratii diferite.

V()

]
1] 3+

g

CURBA |

E TEORETICA /)

8 \/
05

- CURBA R

> EXPERIMENTALA
10

ol -
Q102 @« 06 08 (0O

“CR)

Fig. nr. 2: Curba de etalonare

care descrie modul de variatie a

vitezei de hemolizi in functie de
concentratia saponinei.
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Fig. nr. 3: Curba de elalonare
obtinuta pentru cazul particular
in care seria de probe standard

a fost preparati pentru concen-
tratii mici.



sursd de lumind, partea de amplificare si inregistrare a semnalului fiind
luatd de la un fotogoniodifuziometru construit la Institutul de fizica, Bu-
curesti. Am utilizat un laser He-Ne, model LG-750.1 de fabricatie 1.F.A.
Bucuresti. Pentru observatii, unghiul de impristiere a fost fixat la 60°.

Rezultate si discutii

In fig. nr. 1 prezentim inregistrarile obfinute pentru o serie de probe
standard cu continut de saponina cunoscut. Curbele reprezinti variatia in
timp a semnalului de imprastiere a luminii. Scidderea in timp a intensi-
tatii semnalului descrie procesul de hemolizi, panta acestor curbe carac-
terizind viteza cu care se desfdsoard hemoliza. Se observd usor faptul ci
panta curbelor creste odatid cu cresterea continutului de saponine. Dia-
grama din fig. nr. 1 contine si curba M, care corespunde unei probe mar-
tor, fard continut de saponinid. Determinind pe cale grafici panta acestor
curbe, putem stabili modul de variatie a vitezei de hemolizd in functie
de concentratie, asa cum am procedat in fig. nr. 2. Curba obtinuti se uti-
lizeazd ca §i curbd de etalonare pentru determinarea concentratiilor in
cazul probelor necunoscute. Remarcam faptul ci viteza de hemolizd nu
creste liniar cu concentratia saponinei, de unde rezultd ca utilizarea unei
curbe de etalonare este absolut necesard,-concentratia intr-o proba necu-
noscutd neputind fi determinatd prin simpla raportare a vitezei de he-
moliza la valoarea obtinuti pentru 0_singura \proba etalon. Analiza rezul-
tatelor primite aratd ci viteza-de hemoliza variazid exponential cu con-
centratia, functia matematicid fiind<de forma;"v = 4,33. exp. (1,93.C).
Curba teoretica trasatd in-fig. nr.-2 |dupa aceasti functie are o formi
foarte apropiati de cea obtinuta ‘pe baza valorilor experimentale, coefici-
entul de corelare avind valearea de’0,9975.°Cu alte cuvinte, curba teore-
ticA se suprapune peste cea experimentald intr-o proportie de 99,75 %.

Curba din fig. nr. 2 s-a obtinut pentru un interval relativ mare de
concentratii. Pentru determinari mai precise, acolo unde se lucreazd cu
probe necunoscute aseminitoare (de exemplu extracte apartinind acele-
iagi specii de plante), se pot stabili curbe de etalonare pentru domenii de
concentratii mai mici. Ca exemplu, in fig. nr. 3 redam un astfel de caz
particular, in care curba a fost obtinuti pentru intervalul 0—0,1 %.

Pentru a stabijli prezenta saponinei §i concentratia ei in diferite ex-
tracte vegetale, se prepard probe in conditii identice cu acelea pentru
care a fost trasati curba de etalonare, cu deosebirea ci in locul solutiei
de saponini se introduce extractul analizat. Pistrind neschimbati para-
metrii eletrici la instalatie, se inregistreazia curbele de imprastiere a lu-
minii. In fig. nr. 4 redim ca exemple inregistririle obfinute pentru cinci
extracte vegetale diferite. Calculind panta acestor curbe, am trecut valo-
rile obtinute pe curba de etalonare (asa cum se vede in fig. nr. 5), de unde
am stabilit pe cale grafici valorile concentratiilor. In mod intentionat, in
fig. nr. 4 am prezentat si un exemplu de inregistrare ce corespunde unui
extract fird continut de saponini (curba ,,e*). Mai mult, este vorba de un
extract care contine substante cu efect stabilizant (antihemolitic).

77



. X632 8.6 Vp

{dwv]

S SCMNAL ELECTRIC

o \¢ d c b

[+]

.

-
la

Fig. nr. 4. Curbe de imprastiere
a luminii inregistrate pentru ex-
tracte vegetale; a — Saponariae
brae radix., ¢— Extr. Hippocas-
albae radix., b — Saponariae /ru-
tani siccum., d — Saponariae al-
bae radix (din Iran)., e — Quer-
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Fig. mr. 5: Plasarea pe curba de
etalonare a valorilor vitezelor de
hemolizd obtinute pentru extirac-
tele '\ vegetale analizate, de unde
rezulti concentratiile corespun-
zitoare in saponine; a— 0,63%.,
b=—10,18%., ¢ —0,91%., d — 0,73%,.

cus cortex.

Concluzii:

Din rezultatele obtinute ‘rezulti urmitoarele:

metoda prezentati permite determinarea calitativa si cantitativa
a saponinelor;

fatd de metoda clasica, timpul de efectuare a determinirilor se
reduce de la aproximativ 24 ore la citeva minute;

sensibilitatea metodei este imbunitititd datoriti modului de ob-
servare a procesului de hemolizi;

metoda se preteazd in special acolo unde se efectueazi serii mari
de determiniri, deoarece curba de etalonare trebuie trasati ori de
cite ori se schimba singele;

dezavantajul metodei consti in faptul ci tehnica utilizati este
relativ complicati si costisitoare;

ca §i in cazul metodei clasice, nu pot fi analizate extracte care pe
lingd saponini contin §i substante cu efect stabilizant (ex. sub-
stante tanante). De asemenea, saponinele nehemolizante nu sint
sesizate de metoda.
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DETERMINATION OF SAPONIN CONTENT OF VEGETAL PRODUCTS
THROUGH/LIGHT SPREADING

The method is based on the haemolytic action of saponins, the process of hae-
molysis being observed through the technique of laser radiation spreading on the
erythrocytes in suspension in a hypotonic aqueous medium. This method allows the
graphic evaluation of the speed of haemolysis, a parameter which increases in the
presence of saponins, The concentration of saponins is determined accordind to a
curve of graduation previously drawn for a series of standard tests of known con-
centrations. In comparison with the traditional methods, the advantage of this tech-
nique is in the considerable reduction of the time of determinations (at most 10
minutes), as well as the elimination of subjective errors in observing the process of
haemolysis, which raises the sensibility of determinations.



