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ABSTRACT

Title: The effect of saponine extracts
from Pithecellobium saman and
Sapindus saponaria on in vitro ruminal
cellulolytic bacterial growth

An experiment was carried out to evaluate
the effects of saponin-rich extracts (SRE)
from three tropical fruits on the growth of
two rumen bacterial species. Ruminococcus
flavefaciens and Fibrobacter succinogenes were
cultured in a defined medium that contained
0, 3.0 and 5.0 mg'ml™ SRE from Sapindus
saponaria and Pithecellobium saman fruit and
also purified saponin from Quillaja saponaria.
Bacterial growth was spectrophotometrically
measured at 620nm. Adding 3 and 5 mg-ml”
of S. saponaria SRE concentrations and 5
mg'ml” of P. saman SRE reduced (P<0.05)

R. flavefaciens growth whilst F. succinogenes
growth, was completely inhibited (P<0.05)
by 3 and 5 mg'ml" S. saponaria SRE

and 5 mgml" P. saman SRE. Reduced F.
succinogenes growth was only observed with
5 mg'ml" purified Q. saponaria saponin.
Results from this experiment showed that
SRE from three tropical fruits affected

the growth of two of the most important
cellulolytic rumen bacteria, especially Gram
negative bacteria F. succinogenes.
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Efecto in vitro de extractos ricos en saponinas

de Pithecellobium saman y Sapindus saponaria
sobre el crecimiento de dos bacterias celuloliticas
ruminales

RESUMEN

Se evalud el efecto de extractos ricos en saponinas (ERS) provenientes de frutos de
arboles nativos sobre el crecimiento de dos especies de bacterias celuloliticas del
rumen. Ruminococcus flavefaciens y Fibrobacter succinogenes se cultivaron en medios
de cultivo que contenfan 0, 3 y 5 mg-ml™” de ERS de los frutos de Sapindus saponaria,
Pithecellobium saman y saponinas purificadas de Quillaja saponaria. Se determiné la
curva de crecimiento de las bacterias por cuantificacion espectrofotométrica a 620
nm. La utilizacién de 3 y 5 mg'ml" de ERS de S. saponaria y 5 mg-ml™ de ERS de P.
saman redujeron (P < 0,05) el crecimiento de R. flavefaciens; mientras que la adicién de
3 mgml” de ERS de P. saman increment el crecimiento de la bacteria después de la
hora 11 en comparacién con el tratamiento control. Por otro lado, el crecimiento de F.
succinogenes fue inhibido (P < 0,05) completamente por la utilizacién de 3 y 5 mg-ml™
de ERS de S. saponaria y 5 mgml” de P. saman. La adicién de ERS de Q. saponaria
s6lo afectd el crecimiento de F. succinogenes cuando se adicionaron 5 mg:ml". Los
resultados muestran que la adicién de ERS provenientes de frutos de arboles tropi-
cales afectan el crecimiento de dos de las mas importantes bacterias celuloliticas del

rumen, en especial, de la bacteria Gram-negativa F. succinogenes.

Palabras clave: Ruminococcus flavefaciens, Fibrobacter succinogenes, saponinas, Quillaja
saponaria, Sapindus saponaria, Pithecellobium saman.

INTRODUCCION

LAS SAPONINAS PRESENTES EN EL FOLLAJE
y frutos de plantas arbdreas como Sapin-
dus saponaria 'y Pithecellobium saman han
sido utilizadas en experimentos in vivo
e in vitro como agentes defaunado-
res (Diaz y col, 1993; Navas-Cama-
cho y col,, 1994; Galindo y col., 2000;
Abreu y col., 2003; Hess y col., 2003).
La defaunacién ocasionada por estos
metabolitos ocurre usualmente por su
interaccién con el colesterol y otros
esteroles de la membrana celular de los
protozoarios causando lisis y muerte
celular (Cheeke, 1999). Aunque el efecto
mas conocido de las saponinas sobre
los microorganismos del rumen es la
defaunacién de protozoarios, las sapo-
ninas tienen algunos efectos benéficos
como el estimulo al crecimiento de bac-
terias (totales y celuloliticas) y hongos
en el rumen (Diaz y col., 1993; Galindo
y col., 2000), el incremento del aporte de
proteina microbial al duodeno (Goetsch
y Owens, 1985) y una mayor tasa de
degradacion de la materia organica y
el almiddn (Valdez y col., 1986; Wang y
col., 2000). Sin embargo, existen hallaz-
gos contradictorios respecto del efecto

de las saponinas sobre el desempefio
y namero de las bacterias del rumen.
Wallace y col., 1994 observaron que las
saponinas de Yucca schidigera reducen el
crecimiento de la bacteria Gram-posi-
tiva Streptococcus bovis sin afectar a la
bacteria Gram-negativa Prevotella rumi-
nicola. Por otro lado, Wang et al. (2000)
sugieren que las saponinas de Yucca
schidigera podrian estimular la activi-
dad degradativa de las bacterias rumi-
nales utilizadoras de almidén predomi-
nantemente, mientras que impedirian la
actividad de bacterias involucradas en
la degradacion de la fibra.
Actualmente, existe poca informacion
relacionada con el efecto de saponinas pro-
venientes de frutos de especies arbdreas
tropicales y su efecto sobre las princi-
pales bacterias celuloliticas del rumen,
las cuales desempefian un papel deter-
minante en la degradacion de los forrajes
tropicales. Por lo tanto, este experimento
se realizo con el fin de evaluar el efecto
que estos compuestos tienen sobre dos
de las principales especies de bacterias
celuloliticas ruminales: Ruminococcus fla-
vefaciens y Fibrobacter succinogenes.
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Materiales y métodos

Obtencion de extractos ricos en saponinas.
Los extractos ricos en saponinas (ERS) del
pericarpio de S. saponaria y del fruto ente-
ro de P. saman, se obtuvieron después de
realizar una marcha fitoquimica al mate-
rial vegetal para determinar la presencia
de saponinas, segun el procedimiento
de Wall (1952). A partir de 50 g de cada
material la fraccion lipidica se removid
con éter de petroleo; luego, el material se
percold en etanol (96%) y la fase etandlica
resultante se concentrd en un rotavapor a
1/3 del volumen original. Posteriormente,
el residuo etandlico se resuspendié en
agua destilada y a continuacion se adicio-
no isobutanol, agitando para extraer las
saponinas de la fase organica. El extracto
soluble en isobutanol se sec6 y redisol-
vié en metanol para luego precipitar el
extracto rico en saponinas con eter etilico.
El precipitado se seco y, a partir de éste, se
prepararon las soluciones de los ERS en
agua. Como estandar comercial se utilizd
saponina purificada de Quillaja saponaria
Sigma S-4521; el polvo que contenia la
saponina fue resuspendido en agua des-
tilada para su utilizacion.

Organismos y condiciones de cultivo.
Las bacterias Ruminococcus flavefaciens
(19208) y Fibrobacter succinogenes (19169)
fueron obtenidas de la coleccién de la
ATCC (American Type Culture Collec-
tion). El medio basal utilizado para el
crecimiento de las bacterias es una modi-
ficacién del medio elaborado por Bryant
(1972). El medio contenia celobiosa 0.1%,
Sal T (K,HPO, y H,0), 15 ml de Sal
II NaCl, (NH,),SO, KH,PO, CaCl,
MgSO,*7H,0, 40 ml de fluido ruminal
clarificado, 1.5 g de agar, 1.5 g de bacto-
casitona, 0.25 g de extracto de levadura,
0.033 g de glucosa, 0.06 g de almidén,
0.067 g de xilan, 0.1 ml de solucién 0.1%
de resazurin, 0.1 g de HCl cisteina, 0.6 g
de NaHCO,, 1 ml de vitaminas y 50 ml
de H,0). Las bacterias celuloliticas fue-
ron mantenidas en el medio de cultivo
sin extractos ricos en saponinas hasta el
inicio del ensayo.

Las bacterias se inocularon por tripli-
cado en medios de cultivo que contenian
0 (control), 3 y 5 mg:ml" de extracto de
las saponinas (tratamientos) y se incu-
baron durante 12 horas a 39 °C. Para
determinar el efecto del tratamiento de
los extractos ricos en saponinas, se midid
el crecimiento microbial mediante espec-
trofotometria (Spectronic 21 Milton Roy
Company) a una densidad éptica de 620
nm, entre 0 y las 15 horas.

REVISTA CORPOICA « VOL 6 N°1 « ENERO-JUNIO 2005

Andlisis estadistico. Para el analisis
estadistico se utilizéd un disefio comple-
tamente al azar con arreglo factorial de
2x3x3, en donde se utilizaron dos bac-
terias (Ruminococcus flavefaciens y Fibro-
bacter succinogenes), se evaluaron tres
ERS (Sapindus saponaria, Pithecellobium
saman y Quillaja saponaria) con tres con-
centraciones diferentes (0, 3 y 5 mg-ml").
Los datos fueron analizados utilizando
la comparacion de medias del procedi-
miento GLM de SAS.

Resultados

Los ERS provenientes de los frutos de
especies arbéreas afectaron el crecimiento
de las bacterias celuloliticas Ruminococcus
flavefaciens 'y Fibrobacter succinogenes. En
la Figura 1 se observan los cambios en
la curva de crecimiento de R. flavefaciens
después de la inclusién de 3 mg-ml™ de
ERS proveniente de P. saman, S. saponaria
y Q. saponaria. La utilizacién de ERS de
P. saman estimuld el crecimiento (P<0,05)
de R. flavefaciens después de 11 horas
en comparaciéon con el cultivo control,
el cual no recibiéo ERS. Por otro lado, la
adicién de ERS provenientes de S. sapo-
naria redujo (P<0,05) el crecimiento de R.
flavefaciens a partir de 9 horas, disminu-
yendo el tiempo de desarrollo de la fase
exponencial de crecimiento de la bacteria.
La adicién de ERS provenientes de Q.
saponaria no afectaron (P>0,05) las curvas
de crecimiento de R. flavefaciens.

Las concentraciones mas altas (5
mg:ml”) de los ERS provenientes de los
frutos P. saman y S. saponaria redujeron
(P < 0,05) atin mas el crecimiento de R.
flavefaciens (Figura 2, pagina siguiente),
en comparaciéon con el tratamiento de
3 mg:ml” (Figura 1). La adicién de los
ERS de P. saman redujeron (P < 0,05) el
crecimiento de la bacteria a partir de la
hora 8; mientras que con S. saponaria se
observd inhibicién a partir de la hora 9
(Figura 2); igualmente, se presenté una
disminucién en el tiempo de desarrollo
de la fase exponencial de la bacteria, con
un inicio precoz de la fase estacionaria en
comparacion con el tratamiento control.

Al comparar el efecto de la adiciéon
de 3 mg'ml™” de ERS provenientes de P.
saman, S. saponaria y Q. saponaria sobre
el crecimiento de F. succinogenes (Figura
3, pagina siguiente), se observd que los
ERS de P. saman redujeron (P < 0,05) el
crecimiento de la bacteria entre la hora 5
y la hora 9 en comparacién con el trata-
miento control; después de la hora 10 se
observé una drastica reduccion (P < 0,05)
en la densidad éptica. Por otro lado, la
inclusién de 3 mg'ml” de ERS de S. sapo-
naria inhibid (P < 0,05) completamente el
crecimiento de F. succinogenes. El ERS de
Q. saponaria no afect6 (P > 0,05) el creci-
miento de F. succinogenes.

La inclusién de 5 mg'ml™ de ERS prove-
nientes de Q. saponaria redujo (P < 0,05)
el crecimiento de F. succinogenes entre

1>
E nn
3,
P oun
=
3
i
¥
[
RV WETSE -
o 1 < a 4 ] =

——"amhnl
S 5] mprol e A samsn

—a— S mpe b [ P MEAT

4% mpr =l L et

Thmpu du incubwcon i}

Figura 1. Efecto de los ERS (3 mg'ml™) proveniente de frutos de especies arbéreas (P samany S.

saponaria) y saponinas purificadas de Q. saponaria sobre la curva de crecimiento de Ruminococcus

flavefaciens en medio de cultivo. En la gréfica se observan los simbolos que corresponden a cada
uno de los tratamientos evaluados. Los resultados son la media de incubaciones por triplicado.
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la hora 5 y la hora 9, prolongandose la
fase exponencial del microorganismo.
Por otro lado, la exposicién a los ERS
de P. saman y S. saponaria inhibieron (P
< 0,05) completamente el crecimiento
bacterial.

A fin de corroborar todo lo expuesto
anteriormente, los datos de crecimiento

de las bacterias fueron ajustados con el
modelo logistico y=a/[1+b*exp(-cx)], y se
calcularon los siguientes parametros:

w (dato ajustado por el modelo logistico)
= a/[1+b*exp(-c*HORA)]

Vel abs (velocidad de crecimiento abso-
luta) = c*w(1-w/a)
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Figura 2. Efecto de los ERS (5 mg'ml™) proveniente de frutos de especies arbéreas (P samany S.
saponaria) y saponinas purificadas de Q. saponaria sobre la curva de crecimiento de Ruminococcus
flavefaciens en medio de cultivo. En la gréfica se observan los simbolos que corresponden a cada
uno de los tratamientos evaluados. Los resultados son la media de incubaciones por triplicado.
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Figura 3. Efecto de los ERS (3 mg'ml™) proveniente de frutos de especies arboreas (P saman y
S. saponarig) y saponinas purificadas de Q. saponaria sobre la curva de crecimiento de Fibrobacter
succinogenes en medio de cultivo. En la grafica se observan los simbolos que corresponden a cada
uno de los tratamientos evaluados. Los resultados son la media de incubaciones por triplicado.

Biomasa (50% de la produccién total de
biomasa) = a/2

POI (hora donde la tasa de crecimiento
es maxima) = (LN(((a/biomasa)-1)/b))/-c
Fase Lag (tiempo de estructuracion,
horas) = biomasa (-POI*Vel abs)/Vel abs

La aplicacion practica de este modelo
requiere la conversion de los coeficientes
matematicos (a,b,c) en parametros con
significado biologico, los cuales fueron:
Biomasa, POl y Fase Lag. Como se puede
observar en el modelo, las mediciones de
POI y Fase Lag dependen directamente
de la mediciéon de Biomasa. En conse-
cuencia, solamente se escogié en este
altimo pardmetro, que es ademads uno de
los de mayor importancia en términos de
nutriciéon animal.

Se presentaron grandes diferencias en
la parametrizacion del modelo ajustado
al crecimiento de las bacterias (Tabla 1).
Debe aclararse que los datos mostrados
en la Tabla 1 son el promedio de todos
los datos registrados en este experimen-
to. Al comparar entre si las bacterias se
observé que el crecimiento de F. suc-
cinogenes fue solamente el 40% del de
R. flavefaciens. Esto se debi6 al menos a
dos factores: primero, el crecimiento de
R. flavefaciens bajo condiciones éptimas
(sin la presencia de ERS) fue mas alto
que el de F. succinogenes, lo que sugiere
que la primera es una bacteria de mayor
crecimiento, al menos bajo las condicio-
nes que se usaron en este experimento.
Segundo, F. succinogenes mostrd ser mas
susceptible a la presencia de ERS (ver
discusién posterior) lo que condujo a
que en la Tabla 1 se reporte menor creci-
miento total de F. succinogenes.

En la Tabla 1 también se muestra
el resultado promedio obtenido con
las diferentes dosis de ERS utilizados
en el presente estudio. A medida que
aumentd la dosis de ERS se observo una
disminucién en el crecimiento de ambas
bacterias por la siguiente ecuacion: y =
-0,0305x + 0,4752, R*=0,9832, donde yes
igual a la biomasa de las bacterias y x es
la dosis agregada en mg'ml™.

Al comparar entre los diferentes ERS
evaluados en este estudio, se observd
que la adiciéon del extracto de Q. sapo-
naria no tuvo un efecto significativo en
el crecimiento de ambas bacterias con
respecto al control. Por el contrario, la
adicion de extractos de P. saman y S. sapo-
naria produjo una reduccidn significativa
en este crecimiento, siendo el efecto de
S. saponaria el mas pronunciado de todos
(P <0,05).
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Figura 4. Efecto de los ERS (5 mg-ml™) proveniente de frutos de especies arbéreas (P samany S.
saponaria) y saponinas purificadas de Q. saponaria sobre la curva de crecimiento de Fibrobacter
succinogenes en medio de cultivo. En la grafica se observan los simbolos que corresponden a cada
uno de los tratamientos evaluados. Los resultados son la media de incubaciones por triplicado.

Tabla 1. Parametrizacion de la funcion logistica para la curva de crecimiento de dos bacterias
ruminales con y sin la adicion de ERS de distinta procedencia a diferentes dosis.

POI (horas) Biomasa Fase Lag (horas)
Bacteria

R. flavefaciens 75595 a 0.5326 a 49066 a
F. succionogenes 3.7242 b 02115b 2.8428 b

Dosis (mgeml™)
0 6.7853 a 0.4706 a 4.8487 a
3 59223 b 0.3953 b 41674 b
5 49803 ¢ 0.3160 ¢ 32574 ¢

ERS

Control 6.7853 b 0.4706 a 48487 a
Q. saponaria 7.0576 b 0.4645 a 51717 a
P saman 54612 ¢ 0.3544 b 35428 b
S. saponaria 3.8651d 0.2481 ¢ 24226 ¢

a,b,c,d: Medias en una columna con diferente letra son diferentes estadisticamente (P < 0,05). Los parametros analizados fueron: tiempo al punto
de inflexion (POI, horas), biomasa al punto de inflexion (densidad 6ptica 620 nm) y Fase Lag o establecimiento microbiano (horas).

Tabla 2. Parametrizacion de la funcion logistica para la curva de crecimiento de Ruminicoccus
flavefaciens con y sin la adicion de ERS de distinta procedencia a diferentes dosis.

POI (horas) Biomasa Fase Lag (horas)
Dosis (mgeml™)

0 7.4826 a 0.5464 a 51926 a

3 7.5794 a 0.5523 a 5.0508 a

5 7.5653 a 0.5084 b 46670 a

ERS

Control 7.4826 ab 0.5464 a 5.1926 ab

Q. saponaria 74036 b 0.5530a 5.2689 a
P saman 7.6432 a 05417 a 4.4625b

S. saponaria 76703 a 0.4963 b 48452 ab

a,b: Medias en una columna con diferente letra son diferentes estadisticamente (P<0.05). Los pardmetros analizados fueron: tiempo al punto de
inflexién (PO, horas), biomasa al punto de inflexion (densidad dptica 620 nm) y Fase Lag o establecimiento microbiano (horas).
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Al evaluar la consecuencia de la adi-
cién de diferentes dosis de los tres ERS
sobre el crecimiento de R. flavefaciens,
se demostréd que esta bacteria no fue
tan susceptible, tanto a las diferentes
dosis usadas, como a los diferentes ERS
aplicados. De hecho, sélo se observo
una reduccion del 7% en el crecimiento
de esta bacteria cuando se agregaron
5 mg'ml’ de ERS. Adicionalmente, la
adicion de ERS de S. saponaria sélo logro
una reduccién de 10% en el crecimiento
de R. flavefaciens.

Al contrario de lo observado con R.
flavefaciens, el crecimiento de F. succino-
genes fue significativamente reducido (P
< 0,05) con la adicion de diferentes dosis
de ERS (Tabla 3). La relacién entre estas
dos variables esta descrita por la relacién
y=-0,0541x +0,3964, R* = 0,9993, donde y
es biomasa y x es las dosis de ERS agre-
gada al medio de cultivo.

En lo referente al efecto de los ERS
en el crecimiento de F. succinogenes, en
la Tabla 3 se muestra que mientras la
adicién de Q. saponaria no afectd el cre-
cimiento de esta bacteria, la adicién de
ERS de P. saman y S. saponaria si lo redujo
significativamente (P < 0,05). Cabe ano-
tar que en la presencia de ERS de S. sapo-
naria no se detecté ningtn crecimiento
de F. succinogenes.

Discusion

Los ERS obtenidos de los frutos de P.
saman y S. saponaria afectaron el creci-
miento de dos de las principales bacte-
rias celuloliticas del rumen: R. flavefaciens
y E succinogenes. Entre los principales
efectos de los ERS sobre el crecimiento
de las bacterias celuloliticas, se encon-
tré: reduccion del crecimiento bacterial
e inhibiciéon completa del crecimiento
de F. succinogenes. La reduccién en el
crecimiento microbial por la presencia
de saponinas en los cultivos puros de
bacterias ha sido reportada en los tra-
bajos de Wallace y col., 1994 y Wang y
col., 2000. Wallace y col. observaron que
la adicion de 1% (v/v) de Yucca shidigera
al medio de cultivo reducia el creci-
miento de las bacterias Gram-positivas
Streptococcus bovis 'y Butyrivibrio fibrisol-
vens, pero incrementaba el crecimiento
de la bacteria Gram-negativa Prevotella
bryantii, resultados que sugerian que las
saponinas de Y. shidigera podian afectar
mas a las bacterias Gram-positivas que
a los organismos Gram-negativos, lo
que posiblemente esta asociado con la
ultraestructura de la pared celular. Sin
embargo, Wang et al. (2000) observaron
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Tabla 3. Parametrizacion de la funcion logistica para la curva de crecimiento de Fibrobacter succio-
nogenes con y sin la adicion de ERS de distinta procedencia a diferentes dosis.

POI (horas) Biomasa Fase Lag (horas)
Dosis (mg'ml™)

0 6.0881 a 0.3948 a 4.5048 a

3 42653 b 0.2382b 3.2840 b

5 2.3952 ¢ 0.1236 ¢ 1.8477 ¢

ERS

Control 6.0881b 0.3948 a 45048 b

Q. saponaria 6.7116 a 0.3760 a 50745 a

P saman 327192 ¢ 0.1670b 2.6231¢

S. saponaria 0.0000 d 0.0000 ¢ 0.0000 d

a,b,c,d: Medias en una columna con diferente letra son diferentes estadisticamente (P<0.05). Los pardmetros analizados fueron: tiempo al punto
de inflexion (POI, horas), biomasa al punto de inflexién (densidad dptica 620 nm) y Fase Lag o establecimiento microbiano (horas).

que la adicion de 250 ug de la saponina
esteroidal de Y. shidigera reducia el cre-
cimiento de Streptococcus bovis (Gram-
positiva) y de Prevotella bryantii (Gram-
negativa). La influencia definitiva de
las saponinas sobre el crecimiento de
las bacterias ruminales puede ser dificil
de esclarecer, pero es posible relacionar
estos resultados con diferencias en la
composicion de la envoltura bacteriana
(Wallace et al., 1994; Sen y col., 1998). En
general, se conoce que las saponinas se
unen con lipidos de la membrana celular
(colesterol y otros esteroles) ocasionan-
do un desajuste de las funciones de la
membrana con la consecuente detencion
del crecimiento celular (Glauert y col
1962; Bangham y Horne, 1962; Gogelein
y Hiiby, 1984; Francis y col., 2002). Se
ha sugerido que la formacién de poros
sobre la membrana es el resultado del
reordenamiento de los componentes de
la membrana celular, particularmente
del colesterol y otros esteroles. Es pro-
bable que la presencia de una pared
celular rigida y densa constituida princi-
palmente por polisacaridos en las bacte-
ria Gram-positivas, como R. flavefaciens,
puede prevenir o reducir la unién de las
saponinas presentes en los extractos de
P. saman y S. saponaria, mientras que las
bacterias Gram-negativas como F. suc-
cinogenes poseen dos membranas celu-
lares compuestas por fosfolipidos con
una barrera intermedia muy delgada de
polisacaridos (Neidhardt y col.,, 1990;
Wallace y col.,, 1994; Sen y col., 1998) lo
que las haria mas vulnerables a la accién
de las saponinas.

Por otro lado, el efecto de la adicion
de saponinas provenientes de Q. sapo-
naria (Sigma S-4521) fue discreto frente
al efecto de los otros ERS provenientes
de los frutos de P. saman y S. saponaria.
Su reducida actividad inhibitoria pudo

estar ocasionada por la concentracién
de sapogenina (~25%) presente en el
reactivo y a su heterogénea mezcla de
carbohidratos. Sen y col., 1998, sugi-
rieron que comercialmente es factible
encontrar saponinas del mismo tipo y
origen, pero con diferente actividad bio-
légica. Ellos han sugerido, que estas
diferencias obedecen a las discrepancias
en los procedimientos de preparacién y
purificaciéon de estas. Adicionalmente,
se ha sugerido que la actividad bioldgica
de las saponinas de Q. saponaria puede
estar influenciada por la presencia de
isdmeros de la saponina en la misma
preparacion. Higuchi y col., 1987 encon-
traron que las saponinas de Q saponaria
podrian contener hasta dos estructuras
quimicas diferentes en el mismo batch
de preparacion, estas diferencias son el
resultado de la sustitucion de una molé-
cula de glucosa por una ramnosa.
Elentendimiento de las diferencias en
crecimiento de las bacterias del rumen
observadas después de la adicion de
ERS, puede ser ain mas complejo de lo
que se conoce referente a la interaccion
de estos compuestos con los lipidos de
la membrana celular. Las saponinas
estan constituidas por unidades de car-
bohidratos unidas a un aglicon (sapo-
genina), el cual puede ser de naturaleza
triterpenoide o esteroidal (Francis y
col.,, 2002; Haralampidis y col., 2002). La
longitud en la cadena de carbohidratos
ha mostrado influenciar diferentes cam-
bios en la actividad fisiologica de las
saponinas (Kuznetzova y col., 1982), ya
que las saponinas esteroidales o triter-
pénicas con una sola cadena lateral de
carbohidratos (monodesmosidica) tiene
una mayor actividad hemolitica que las
saponinas con dos cadenas laterales de
carbohidratos (bidesmosidicas) (Fuku-
da y col., 1985; Wodelmichael y Wink.,

2001). Adicionalmente, otro factor que
parece ser importante en la actividad e
interaccién de la saponina con la mem-
brana celular, es la estereoquimica del
azucar terminal sobre la cadena de car-
bohidratos (Gee y col., 1998). Aunque la
condicion estructural y quimica de las
saponinas encontradas en los ERS de P
saman 'y S. saponaria aun no se ha clarifi-
cado, Santos, 2004 encontr6 que los ERS
de P. saman contenian una mezcla de
por lo menos dos diferentes saponinas
de tipo triterpénico, mientras que, los
ERS de S. saponaria contenia una mezcla
de al menos seis diferentes saponinas;
cuatro de las cuales revelaron ser triter-
pénicas y dos esteroidales de acuerdo
con la tincién LB. Es probable, que la
respuesta diferencial de las bacterias
ruminales a la accion de los ERS en este
experimento, este asociada a la presen-
cia de diversas saponinas en los ERS
obtenidos de P. saman y S. saponaria.

Conclusiones

El crecimiento de las bacterias celu-
loliticas Ruminococus flavefaciens y Fibro-
bacter succinogenes se vio afectado nega-
tivamente por los ERS de Pithecellobium
saman 'y Sapindus saponaria. La mayor
actividad inhibitoria se observé en F
succinogenes con ERS de S. saponaria en
las concentraciones de 3 y 5 mg'ml” y
para P. saman en 5 mg'ml”. La presencia
de compuestos antibacteriales como las
saponinas en los frutos de arboreas uti-
lizados en la alimentacién de rumiantes
pueden reducir el numero de bacterias
celuloliticas, lo cual podria repercutir en
la actividad degradativa del rumen. Los
ERS de frutos de arboreas inhibieron el
crecimiento bacterial preferencialmente
sobre la bacteria Gram-negativa.
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