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|. RESUMEN

El Agave lechuguilla Torrey es un arbusto que crece en areas semi-
desérticas, cuyo aprovechamiento ha sido la obtencion de una fibra llamada
ixtle. Por sus propiedades de suavidad y resistencia, con esta fibra se pueden
fabricar diversas variedades de articulos, como cuerdas, tapetes y costales,
entre otros. Para la obtencion del ixtle las hojas del agave se tallan
mecanicamente, obteniendo ademas del ixtle un residuo pulposo conocido como
guishe. Esta pulpa representa el 85% del total de la planta y hasta ahora no
tiene ningun uso ni valor comercial. Investigaciones anteriores del guishe
revelaron el contenido de moléculas denominadas saponinas; las cuales
destacan por sus propiedades tensoactivas, humectantes, emulsificantes y

diversas aplicaciones biolégicas.

En este trabajo de tesis se analizé fisicoquimicamente el guishe en dos
épocas diferentes de un afio para observar su comportamiento estacional. Se
cuantifico el contenido de saponinas en el extracto liquido (directamente tomado
del material prensado) y el extracto seco (obtenido con solventes organicos),
usando dos técnicas. Una de ellas por un método indirecto, mediante la técnica
del acido 3-5 dinitrosalicilico y por medio de cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC). Se determiné que la concentracion de saponinas en las
diferentes muestras esta claramente influenciada por el lugar de origen de la
muestra y por la fecha de recoleccion de la misma. Por ultimo se aisl6 e
identificoO la sapogenina mayoritaria contenida en el guishe conocida como

esmilagenina, cuya identificacion se realiz6 por Resonancia Magnética Nuclear.

Palabras clave: Agave lechuguilla Torrey, guishe, saponinas
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1.INTRODUCCION

1.1 Antecedentes

El Agave lechuguilla Torrey (lechuguilla), ha sido de gran importancia para
las comunidades que se desarrollan en zonas aridas y semi-aridas del norte de
México. Esta importancia se debe a que su explotacion genera recursos
financieros, de los cuales la poblacion obtiene los ingresos para su sustento
mediante la extraccion de una fibra denominada ixtle. Los acopiadores del ixtle
intercambian, a manera de trueque, esta fibra por bienes en tiendas rurales
llamadas DICONSA (Distribuidora Conasupo, S.A. de C.V.). Sin embargo,
mediante este mecanismo de comercializacion de la fibra, los campesinos no
obtienen dinero suficiente para cubrir otras necesidades ya que el esquema de
acopio por parte de DICONSA es recibir el ixtle en grefia y a cambio el recolector
recibe productos de la canasta basica como pago a su producto y en ocasiones
recibe un pequefio porcentaje en efectivo que no va mas alla del 10% del valor
de su producto (SAGARPA, 2009).

Se ha reportado que el Agave lechuguilla Torrey contiene solo el 15 % de su
peso en fibra, mientras que el 85% restante corresponde a una pulpa
denominada “Guishe” (Reyes et al., 2000). Actualmente, esta pulpa no tiene
valor comercial debido a que es considerada un residuo, que hasta el momento,
no se le ha reportado algun uso. Sin embargo, estudios recientes confirman la
presencia de sustancias bioactivas que no han sido totalmente aprovechadas
(Wang et al.,, 2005). Entre estas sustancias se encuentra las saponinas
(Oakenfull, 1981); las cuales al ser hidrolizadas forman compuestos con alto
potencial industrial por sus mdultiples aplicaciones, entre las cuales, una de las

mas importantes es como precursor de hormonas (Hardman, 1975).

Siller Judres, 2012 2
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En estudios previos (Garcia-Contreras, 2010) se ha confirmado la presencia
de saponinas en guishe mediante cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC). Los resultados obtenidos evidencian la factibilidad de que el guishe

pueda ser considerado como fuente alternativa de saponinas.

En este trabajo de tesis se plantea el estudio del guishe, residuo del tallado
de Agave lechuguilla Torrey, como fuente de saponinas; y la variabilidad de la
produccion de saponinas en funcion de la estacionalidad, mediante el muestreo
en dos épocas del afio (Marzo y Junio) y la influencia del medio ambiente por
medio de la comparacién del contenido de saponinas en guishe recolectado de

tres zonas talladoras de la Region Sureste del Estado de Coahuila.

Este trabajo se realizd en la empresa Biorganix Mexicana S.A de C.V., en
colaboracion con el Centro de Investigacion y de Estudios Avanzados del
Instituto Politécnico Nacional Unidad Saltillo, la Universidad Autébnoma Agraria
Antonio Narro y la Benemérita Universidad Autonoma de Puebla. El estudio
forma parte del proyecto titulado “Aprovechamiento del guishe de Agave
lechuguilla Torrey en la obtenciébn de productos de alto valor comercial”
financiado por el fondo sectorial CONACYT-ECONOMIA (ECO-2010-01-
148092).

Siller Judres, 2012 3
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1.2 Justificacion

Desde el punto de vista bioldgico, la lechuguilla es una de las dos especies
de Agave con la distribucion natural mas amplia y de mayor densidad de
América del Norte, donde llega a ser dominante fisonébmico del matorral
desértico rosetofilo, y su productividad es superior a la media de las especies de

su ambiente (Reyes et al., 2000).

El Agave lechuguilla ha sido de gran importancia para las comunidades que
se desarrollan en estas zonas, tal importancia radica en que su explotacion
genera recursos financieros, de los cuales la poblacion obtiene sustento. Por
muchos afos, dentro del pais, el aprovechamiento de lechuguilla se ha enfocado
principalmente a la obtencion de la fibra denominada ixtle, para la elaboracion de
objetos de rutina domestica y la exportacion al extranjero como materia prima de

bajo costo.

En el andlisis de la demanda de ixtle, se detectd que la Unica empresa que
compra fibra directamente a los productores es DICONSA, a través de su red de
tiendas comunitarias. El acopio se realiza siguiendo un esquema de intercambio
de productos de canasta basica por fibra. La demanda de DICONSA se genera
con los convenios de comercializacibn que ésta realiza con 5 empresas

procesadoras de ixtle en el pais.

En general, el sector ixtlero del pais enfrenta graves problemas que afectan
a la etapa de produccion, que la representan los recolectores o talladores; ya
gue es una actividad poco rentable debido al bajo precio que reciben por la fibra
en las tiendas DICONSA. Adicionalmente, solo pueden obtener muy poco dinero

en efectivo por su producto de manera que los productores tienen que dedicarse

Siller Judres, 2012 4
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a otras actividades para complementar su ingreso y obtener solvencia para

cubrir otras necesidades.

Estudios recientes demuestran que los compuestos presentes en la planta
pueden ser aprovechados en diversas areas, lo que debe ser considerado como

una alternativa en la elaboracion de productos con alto valor agregado.

Con respecto a las saponinas, se ha reportado su concentracién en Agave
lechuguilla desde 1 hasta 18% en peso determinandola en base seca y humeda
de las hojas y el guishe (Hernandez-Soto, 2005; Flores, 1991; Wall et al., 1962).

Las saponinas poseen una amplia variedad de propiedades, en las cuales se
encuentran la dulzura y la amargura (Hostettmann y Marston, 1995),
espumosidad y emulsificante, farmacéuticas y propiedades medicinales, fuertes
propiedades hemoliticas, asi como antimicrobial e insecticida. Las saponinas se
han utilizado en bebidas y confiteria, asi como cosméticos y productos
farmaceéuticos. Las saponinas tienen un potencial farmacéutico amplio ya que
por medio de manipulaciones quimicas han sido utilizadas en la sintesis de

hormonas (Hardman, 1975).

Se han identificado saponinas en el residuo del tallado del Agave lechuguilla
Torrey conocido como guishe, al cual aun no se le ha encontrado algin uso y no
tiene ningun valor comercial. Por lo que esta investigacion pretende cuantificar
saponinas, asi como aislar a la saponina mayoritaria del guishe; para poder dar
un valor agregado a este agave; en este caso al guishe, y debido a la gran
distribucion de esta planta en areas semi-desérticas utilizarla como fuente de

materia prima para la obtencion de saponinas.

Siller Judres, 2012 5
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1.3 Hipotesis
El contenido de saponinas presentes en residuos de la explotacion Ixtlera del
Agave lechuguilla Torrey, “guishe”, estd influenciado por la ubicacién y

estacionalidad de muestreo.

1.4 Objetivo General

Comparar la cantidad de saponinas en el residuo de tallado del Agave
lechuguilla Torrrey (guishe) en dos épocas del afio (Marzo y Junio) de tres
localidades de la region talladora de Coahuila e identificar la sapogenina

mayoritaria presente.
1.5 Objetivos Especificos
» Caracterizar fisicoquimicamente el extracto de guishe recolectado de tres

localidades de la region, en dos épocas del afio (Marzo y Junio).

» Extraer y cuantificar saponinas del extracto de guishe recolectado de tres

localidades de la region, en dos épocas del afio (Marzo y Junio).

» ldentificar la sapogenina mayoritaria presente en las muestras de estudio.

Siller Judres, 2012 6
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2. REVISION DE LITERATURA

2.1 Agave lechuguilla Torrey

2.1.1 Morfologia y Habitat

El Agave lechuguilla Torrey es un arbusto rosetoéfilo, acaule pequefio que
cuenta en promedio con 11 a 30 hojas (Figura 1). Puede alcanzar una altura
entre 20y 70 cm y entre 30 y 40 cm de ancho. Sus raices son largas, fibrosas y
delgadas, las cuales se distribuyen a una profundidad de 8 a 12 cm del suelo.
Las hojas de lechuguilla se forman a partir de una yema apical desarrollada.
Estas pueden llegar a medir entre 25 y 50 cm de largo y 2.5 a 6 cm de ancho;
tienen forma lanceolada, con color que va desde el verde claro al amarillo
verdoso. El apice es una espina fuerte, cénica, tubulada grisacea de 1.5 a 4 cm
de longitud (Reyes et al., 2000) (Figura 1).

Figura 1. Agave lechuguilla Torrey.

Siller Judweg, 2012 7
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El Agave lechuguilla crece en forma silvestre en las zonas aridas y
semiaridas del sur de Texas y Nuevo México en los Estados Unidos de América;
mientras que en México se encuentra en el semidesierto chihuahuense, que
comprende los estados de Chihuahua, Coahuila y Durango. Su presencia
también se extiende a algunos estados del centro de México como Jalisco,
Hidalgo, Querétaro y Guanajuato. Esta planta muestra cambios latitudinales en
la morfologia floral, color y produccidén de néctar a lo largo de su distribucion en

el norte y centro de México (Silva-Montellano y Eguiarte, 2003).

2.1.2 Nutricion

En general, los agaves viven en suelos rocosos arcillosos bien drenados,
ricos en nutrientes, especialmente nitrégeno, que parece ser el elemento mas
limitante de la actividad metabdlica de algunos agaves. Los niveles de
elementos en el suelo afectan la distribucién de su habitat nativo. Estas plantas
son relativamente sensibles a la salinidad, sobre todo en estado juvenil; pero no
son sensibles a altas concentraciones de calcio ni a metales pesados como el
cobre y el zinc. El pH éptimo de los suelos para el crecimiento de agave es entre

5y 8, fuera de esos rangos la plantas son muy sensibles (Granados, 1999).

2.1.3 Reproduccion

Los agaves son monocarpico semélparos, es decir, que sélo tienen una
floracion al cabo de la cual la planta muere. La inflorescencia recibe el nombre
de quiote; es un escapo espigado de superficie glauca que alcanza hasta 6 m de
alto. Sin embargo, la mayoria de las especies de agave, se propagan por
hijuelos. Los agaves adultos pueden producir tallos subterrdneos, denominados
rizomas, que surgen de la base de sus tallos. Al final de cada rizoma emerge
una nueva planta o hijuelo. Esta reproduccion asexual se da como sistema de

defensa contra la depredacion de las semillas y a que las condiciones

Siller Judres, 2012 8
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ambientales para llevar a cabo su germinacién no siempre son adecuadas
(Granados, 1999).

2.1.4 Composicion quimica

La lechuguilla contiene en su composicién principalmente sales minerales,
saponinas y oxalato de calcio. Se ha determinado que el peso fresco promedio
de un cogollo es de 356.5 g, del cual el 14.6% corresponde a fibra y 85.43% a
guishe (tejido suculento y agua de las hojas) (Orozco et al., 1977). Por otro lado,
se ha reportado que el clorénquima estd compuesto por 1.14% de nitrdgeno,
1220 ppm de fésforo, 1.27% de potasio, 45 ppm de sodio, 6.11% de calcio,
0.40% de magnesio, 14 ppm de manganeso, 7 ppm de cobre, 36 ppm de zinc y
77 ppm de hierro (Nobel y Quero, 1986).

2.1.5 Usos

El Agave lechuguilla se emplea principalmente para la obtencion de la fibra
llamada “ixtle” (Figura 2), que se distingue por su suavidad y resistencia. Existen
evidencias de que este uso de la lechuguilla data de tiempos prehistoricos, pues
en Cuatrociénegas Coahuila se han encontrado sandalias de ixtle con 8000 afios
de antigtiedad (Hernandez-Soto, 2005).

Figura 2. Ixtle del ejido Tortuga, Ramos Arizpe.
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Esta fibra se obtiene de manera manual o mecénica, raspando (tallando) la

hoja de agave a fin de eliminar la pulpa y dejar solo las fibras de mayor longitud
y mejor apariencia, con la que se pueden fabricar una amplia variedad de
articulos (Figura 3). Entre ellos se puede mencionar la produccion de cuerdas,
lomeras, gamarras, costales, cubierta para pacas de algoddn, tapetes
(domésticos y para automdviles) y bajo- alfombras. También se usa para fabricar
cepillos de aparatos para limpieza, algunos tipos de brochas y los sobrantes se

usan para hacer estropajos y relleno de colchones (Berlanga y Gonzélez, 1992).

Figura 3. Algunos articulos fabricados con ixtle.

La fibra de lechuguilla obtenida por el “tallador” esta tasada en un valor
promedio de $13.00 por kilogramo. En un analisis de la demanda de ixtle a nivel
nacional, se detect6 que la Unica empresa que compra fibra directamente a los
productores es DICONSA. Esto lo hace a través de su red de tiendas
comunitarias, y el acopio se realiza mediante un esquema de intercambio de
productos de canasta basica por fibra recién tallada denominada grefia (Figura
4). La demanda de DICONSA se genera con los convenios de comercializacion
gue ésta realiza con 5 empresas procesadoras de ixtle del pais. En promedio,

estas empresas generan una demanda anual de 25 mil toneladas. Dicha
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actividad representa una derrama econdmica importante de recursos en las

regiones semidesérticas, al intercambiar la fibra de ixtle por productos de la
canasta basica; ya que se alcanzarian 350 millones de pesos netos (SAGARPA,
2009).

& Talladores de Agave Lechuguilla @
en el Semidesierto de Coahuila
T e roson|

5 3 Tienda de Abarrotes |
G ey

Cans )y

Cana (v)
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u Compafia Mexicana del Desierto Sa de CV

FENWY UOs ST DRI OO
S OW BN LOD @ UTY DO
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00 fora Fabnca oe Brochas Perfect SA de CV

Grupo Interoceanico Cala SA de CV

Figura 4. Proceso de comercializacion que sigue el ixtle (SAGARPA, 2009).

DICONSA esta sujeta a que las procesadoras o beneficiadoras ixtleras le
demanden cierto volumen de fibra en grefia. Por lo cual, el agente que rige el
flujo comercial son las empresas ixtleras que demandan este volumen de fibra a
DICONSA. De esa manera, DICONSA sélo acopia el volumen solicitado por las
empresas y cuando alcanza ese limite, el proceso de compra se detiene. Lo
anterior provoca que en muchas ocasiones, los talladores no obtengan ingresos

por esta actividad. Asi, se ven obligados a cambiar de actividad, como la
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ganaderia o agricultura o en el peor de los casos emigrar a los Estados Unidos

de Ameérica (SAGARPA, 2009), generandose un grave problema social.

En el estado de Coahuila, el aprovechamiento del Agave lechuguilla para
obtencion de ixtle esta regulado por SEMARNAT, la cual expide permisos de
aprovechamiento forestal no maderable. Actualmente existen varios ejidos que
cuentan con permisos para el aprovechamiento de la planta, los cuales se
encuentran en los siguientes municipios: General Cepeda, Ramos Arizpe,
Parras, Saltillo, Escobedo, Ocampo, Arteaga, San Buena Aventura, Cuatro
Ciénegas, San Pedro de las Colonias y Castafios (SAGARPA, 2009).

Los permisos vigentes en el estado de Coahuila representan un volumen de
aprovechamiento total de 44,875 toneladas de cogollos de lechuguilla; siendo el
municipio de Ramos Arizpe el mayor recolector con 28,915 toneladas. Ademas
del Agave lechuguilla, los talladores también aprovechan otras especies
forestales no maderables del desierto para su venta. Tal es el caso de la
Candelilla y el Orégano (SAGARPA, 2009).

La mayor parte de la fibra producida se exporta a paises productores de
cepillos industriales, como Estados Unidos, Suiza, Japon, Holanda, Alemania y
Gran Bretafia. También se exporta fibra a Argentina, Brasil, Canada, Espafa,

Francia, Italia y Venezuela (Berlanga y Gonzalez, 1992).

El ixtle reforzado que se obtiene por el tratamiento con ciertas resinas, se
utiliza para fabricar laminas semejantes a las de fibra de vidrio, empleadas en la
manufactura de tinacos, muebles, accesorios para el hogar y lanchas deportivas
(Belmares et al., 1979).

Otro de los usos de que se han dado al Agave lechuguilla es como agentes

antimicrobianos. Esto debido a su actividad biocida, asociada a la presencia de
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varios compuestos fendlicos, entre ellos timol y carvacrol. Los extractos fueron

aplicados para el combate de la borroa, parasito de las abejas (Reyes et al.,
2000). Otra aplicacion es en la higiene del cabello, ya que la planta aporta
grandes cantidades de compuestos bio y tensioactivos (compuestos con
actividad detergente), como algunas saponinas (Ptamalai et al., 1990; Kellerman
et al., 1991; Martinez-Hernandez et al., 2007).

2.2 Guishe

Como subproducto de la obtencién de ixtle se genera un residuo formado por
tejido suculento, fibra de baja calidad y agua (Figura 5). Este material es
conocido como guishe y actualmente no se le ha dado ningun tipo de
aprovechamiento. Generalmente, suele dejarse a campo abierto donde, en
época de sequia es consumido por el ganado provocandole enfermedades,
llegando en algunas ocasiones a ocasionar la muerte del animal (Hernandez-
Soto, 2005).

Se estima que de 32 pencas de lechuguilla se obtiene alrededor de 1.18 kg
de fibra seca, lograndose una cantidad promedio de 63 toneladas por hectarea
(Jonguitud, 2005). En este sentido, si en promedio 1 penca puede contener
36.87 gramos de fibra (ixtle) y 208.96 gramos de pulpa fresca (guishe); se puede
calcular que aproximadamente existe un potencial de acumulacion de guishe de
357 toneladas por hectarea.

El guishe llega a representar cerca del 85% del peso fresco de un cogollo. De
acuerdo con algunos reportes, este residuo puede ser una fuente importante de
saponinas que ha sido poco aprovechada. Hasta ahora, hay datos que indican
gue el guishe ha sido utilizado para elaborar jabones y champus; ademas para
obtener esteroides (Flores y Perales, 1989; Zapién, 1981; Wall et al., 1962).
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Figura 5. Guishe del Ejido Tortuga, Ramos Arizpe.

El guishe de lechuguilla por tanto, podria usarse como materia prima para la
obtencion de hormonas esteroidales, las cuales se sintetizan a partir de
sapogeninas esteroidales, las que a su vez son un producto de la hidrélisis de
las saponinas. Tal es el caso de la esmilagenina (sapogenina esteroidal)
(Hernandez et al., 2005).

En la lechuguilla, también se ha reportado la presencia de 8 saponinas mas,
las cuales han sido utilizadas como materia prima para la elaboracion de
cortisona (antiinflamatorio), e incluso estr6geno y progesterona, ya que sus
hojas contienen entre 1 y 2% del peso seco de saponinas esteroidales (Wall et
al., 1962).

2.3 Saponinas

Las saponinas son metabolitos secundarios que producen algunas plantas
como defensa contra la depredacion. Quimicamente, son glicésidos de alto peso
molecular que contienen una o mas cadenas de azucares unidas a una

estructura aglicon (sapogenina) de naturaleza triterpénica o esteroidal (Figura 6).
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Se clasifican de acuerdo con el nimero de cadenas de azUcares que presentan

en su estructura. Asi pueden ser mono, di y tridesmaésido (Price et al., 1987).

Las saponinas monodesmaosidas tienen solamente una cadena de azucar la
cual normalmente esta unida al C-3 de la estructura. Las saponinas
bidesmésidas tienen dos cadenas de azlcar; en ellas una cadena esta unida por
medio de un enlace éter al C-3 y otra cadena esta unida con un enlace éster al
C-28 (saponinas triterpénicas) o con un enlace éter al C-26 (saponinas
furostanicas). Las saponinas bidesmodsidas son facilmente transformadas en
saponinas monodesmosidas cuando ocurre una hidrolisis en el azucar
esterificado en el C-28 de saponinas triterpénicas. Estas saponinas no poseen
muchas de las propiedades y actividades caracteristicas de las saponinas

monodesmasidas (Hosttetman y Marston, 1995).

Los monosacaridos mas comunes presentes en la estructura de las
saponinas son: D-glucosa (Glc), D-galactosa (Gal), D-acido glucorénico (GIcA),
D-acido galacturénico (GalA), L-ramnosa (Rha), L- arabinosa (Ara), D-xilosa
(Xyl) y D-fucosa (Fuc) (Hosttetman y Marston, 1995).

La naturaleza del aglicén, el niumero de cadenas presentes y los grupos
funcionales que se encuentran en la estructura pueden variar ampliamente
dando como resultado la formacion de diversos compuestos (Figura 6) (Price et
al., 1987; Hosttetman y Marston, 1995).
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Figura 6. Diferentes posibles estructuras de saponinas de Quillaja.

La complejidad estructural de las saponina dan como resultado una amplia
variedad de propiedades fisicas, quimicas y biologicas, so6lo algunas son
comunes en este grupo tan diverso (Wang et al., 2005).

2.3.1 Caracteristicas de las Saponinas

Debido a la presencia de aglicones lipofilicos y cadenas de azucares solubles
en agua en la estructura de la saponina (naturaleza amfipética), estos
compuestos tienen la propiedad de ser tensoactivos, humectantes vy
emulsificantes (Wang et al., 2005; Sarnthein-Graf y La Mesa, 2004; Mitra y
Dungan, 2000; Ibanoglu y Ibanoglu, 2000).

Se ha reportado que las saponinas poseen una amplia variedad de

actividades bioldgicas, entre las mas importantes destacan las antifingicas,
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antioxidantes, hemolitica y diurética (Hostettmann y Marston, 1995; Lacaille-
Dubois y Wagner, 1996).

La habilidad de las saponinas de hinchar y romper eritrocitos ocasionando
gue la hemoglobina se libere (actividad in vitro), ha sido una de las propiedades
mas estudiadas de las saponinas (Oda et al., 2000). Sin embargo a pesar de
gue esta actividad ha sido relacionada con la estructura de la saponina (tipo de
aglicon y cadenas de azucares), no existe una aparente semejanza de
caracteristicas entre miembros pertenecientes a este mismo grupo (Oda et al.,
2000).

La toxicidad de las saponinas contra los insectos, gusanos pardsitos,
moluscos y peces asi como sus propiedades antifingicas, antivirales y
antibacteriales han sido muy bien documentadas (Lacaille-Dubois y Wagner,
1996; Milgate y Roberts, 1995; Francis et al., 2002).

Las saponinas estan ampliamente distribuidas en las plantas. Kofler (1927)
enlistd6 472 saponinas contenidas en plantas y actualmente se conocen
alrededor de 90 familias diferentes de plantas que contienen saponinas
(Gubanov et al., 1970).

Algunas de las plantas para alimentacion humana que contienen saponinas
son: soya, chicharos, cacahuates, frijoles, lentejas, espinacas, avena,
esparragos, ajo, pimientos, papas, tomates y cebollas, entre otros (Birk y Peri,
1980; Oankenfull, 1981; Price et al., 1987).

El contenido de saponinas en la planta depende de factores tales como
variedad, edad, el estado fisiologico y el area geogréafica donde crece. Al igual
gue otros metabolitos secundarios, es comun encontrar una variacion en

composicion y cantidad de saponinas en el material vegetal procedente de
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diferentes lugares (Kawai et al., 1988). Asi mismo, la distribucion de saponinas

entre las partes de una planta, varia considerablemente. En las células de las
hojas de la remolacha azucarera y las células de la raiz de la planta del
guisante, por ejemplo, los glicosidos triterpénicos se presentan principalmente
en forma ligada con la mas alta concentracion que ocurren en los cloroplastos y
mitocondrias (Anisimov y Chirva 1980). El hecho es que las saponinas estan
localizadas en organelos que tienen un metabolismo dinamico, lo que implica
gue no son sélo un material de desecho o sin uso, pueden ser importantes
sustancias reguladoras del metabolismo y desarrollo de un organismo (Anisimov
y Chirva, 1980).

2.3.2 Clasificacion quimica de las saponinas
Las saponinas se subdividen en Saponinas esteroidales y Saponinas
triterpénicas; a su vez las saponinas esteroidales se subdividen principalmente

en derivados del espirostano y derivados del furostano.

2.3.3 Saponinas triterpenoides

Las saponinas triterpenoides (Figura 7) se encuentran rara vez en las plantas
monocotiledoneas, pero son abundantes en muchas de las dicotileddneas,
especialmente en Caryophyllaceae, Sapindaceae, Polygalaceae y Sapotaceae
(Dewick, 2002).

Figura 7. Estructura de una saponina triterpénica.
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Las saponinas triterpenoides pertenecen a un largo grupo de compuestos
gue contienen una configuraciéon de cuatro o cinco anillos; o 30 carbonos con
varios oxigenos unidos. Los triterpenos son ensamblados a partir del isopreno
(C5) a través de la via del mevalonato citosélico para formar un compuesto de
treinta carbonos. Todas las moléculas triterpénicas se derivan del dammarano y
se subdividen en Pentaciclicas y Tetraciclicas. Las saponinas triterpénicas
pentaciclicas son mas frecuentes y pueden ser derivadas del oleano o del
ursano. Las saponinas triterpénicas tetraciclicas conservan la estructura basica
del dammarano, con 3 anillos de 6 carbonos y uno de 5 (Dewick, 2002;

Hostettmann y Marston, 1995).

2.3.4 Saponinas esteroidales

Las saponinas esteroidales (Figura 8) estan menos distribuidas en la
naturaleza, en comparacion de las saponinas triterpenoides. Se encuentran en
muchas familias monocotiledéneas; especialmente en la Dioscoreaceae. Se
sintetizan también por la ruta del acido mevalénico. Este tipo de saponinas se
subdividen en dos grupos principales; los derivados del espirostano y los
derivados del furostanol (Dewick, 2002; Hostettmann y Marston, 1995).

Los derivados del espirostano son estructuras hexaciclicas de 27 carbonos.
Su estructura deriva del cilclopentanoperhidrofenantreno con dos heterociclos de
5y 6 miembros y una cadena lateral en la posicién 17 (Dewick ,2002).

Los derivados del furostanol poseen un ciclo menos que es 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 (Yang et al., 2006).
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A) B)

Figura 8. Estructuras de saponinas esteroidales. A) Estructura Espirostanica, B) Estructura Furostanica.

2.3.5 Sapogeninas

Las sapogeninas (aglicon) constituyen la porcion lipofilica o no azucarada de
la saponina obtenida por hidrolisis (Figura 9). Puede ser de naturaleza
triterpenoide o esteroidal; y en este Gltimo caso constituye un posible precursor

en la sintesis de hormonas (Hostettmann y Marston, 1995).

HOOC_  CH,
OR,
. Ohc
CH,0H
HOHGC G,  HOOC Gl
(o)
-
"Po X % A
HO 7 g
- OR, pHC CH,
Saponina = Aztcar + Sapogenina (aglicén )

Figura 9. Estructura de una saponina donde se identifica la sapogenina correspondiente.
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2.3.6 Métodos de andlisis de las saponinas

Se han empleado diferentes métodos para la determinacion de saponinas.
Algunos de ellos que dependen de las propiedades fisicas (habilidad de formar
espuma) o propiedades biologicas (hemdlisis, actividad antifingica) de las
saponinas (Kensil et al., 2004). También existen métodos colorimétricos y mas
recientemente, cromatograficos. La ventaja de esta Ultima técnica es que no
mide las propiedades generales de las saponinas, si no que es capaz de
distinguir componentes individuales en una mezcla (Wang et al., 2005).

Los métodos analiticos mas utilizados son: indice de espuma, indice de
hemodlisis, indice de pescado, reacciones colorimétricas, cromatografia en capa
fina (CCF), cromatografia liquida (HPLC) (Hostettmann y Marston, 1995).

2.3.6.1 indice de espuma

Al agitar vigorosamente, durante 30 segundos, una soluciéon acuosa con 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 porcién de saponinas
se mide de acuerdo a la altura de la espuma sobrenadante. Asi, si la altura de la
espuma es menor a 5 mm, se dice que la muestra no contiene saponinas
(prueba negativa); si la altura de la espuma cae en el rango de 5 a 9 mm,
entonces la muestra tiene un contenido bajo de saponinas. Cuando la espuma
alcanza una altura de 10-14 mm, el contenido es moderado; y finalmente, si la
altura es mayor a 15 mm, se dice que la muestra tiene una alta concentracion de
saponinas (Galindo et al., 1989). Asi, en las soluciones de la Figura 10, se
puede apreciar con claridad que la concentracion de saponinas en las

soluciones aumenta de izquierda a derecha.
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Figura 10. Visualizacion de la prueba de espuma en soluciones acuosas de saponinas

2.3.6.2 indice de hemolisis

La habilidad de las saponinas de romper los eritrocitos se ha utilizado por
décadas como método de deteccion 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 (Hostettmann y Marston, 1995).
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Figura 11. indice de hemdlisis (Fuente: Garcia Contreras, 2010).

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

toxicidad de las saponinas en pescados (Kulkinski, 2000).

2.3.6.4 Reacciones colorimétricas

Las saponinas también pueden detectarse por meétodos colorimétricos,
haciendo reaccionar a la saponina con sustancias especificas para dar como
resultado compuestos coloreados. El anisaldehido, la vainillina y otros aldehidos
aromaticos con un fuerte acido mineral (sulftrico, fosforito, acidos percloricos),
dan como resultado productos coloreados al reaccionar con los productos de
deshidratacion de los aglicones. Con vainillina-acido sulfurico, las saponinas
espirostanas 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 (Hiai et al.,
1976).

2.3.6.5 Reaccion colorimétrica del acido 3,5 dinit  rosalicilico

Este método colorimétrico hace uso de la ley de Beer-Lambert “la
absorbancia es directamente proporcional a la concentracion del material que
absorbe la luz, conocido como analito” (Rubison y Rubison, 2000). En el azucar
reductor se presenta la oxidacion de la glucosa del grupo funcional aldehido
presente y el grupo cetona en fructosa. Simultdneamente, el acido 3,5
dinitrosalicilico (DNS) es reducido a un compuesto nitroaminado colorido que
varia del pardo oscuro a marrén segun la concentracion de los azucares (Figura
12). La intensidad de color es directamente proporcional a la concentracion de

los azlcares y se mide en espectrofotometro a 540 nm. Esta técnica tiene la
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ventaja de ser un método preciso y rapido en comparacion con los que utilizan
derivados fendlicos.

Esta técnica se usa en la cuantificacion de saponinas al liberar a los azucares
reductores por una hidrdlisis acida, los cuales estan directamente relacionados

con la concentracion de la saponina correspondiente.

HO__.O HO_ O

OH OH
N“ N NH,
I

Acido 3-amino-5-nitro

Acido 3 5-dinitrosalicilico salicilico

Figura 12. Reduccion del acido 3,5-dinitrosalicilico hacia acido 3-amino-5-nitrosalicilico.

2.3.6.6 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 de cromatograficas (generalmente de silicato) pueden analizar ya sea
saponinas puras o extractos crudos, no son muy caros, son rapidos de usar y no
requieren de un equipo especializado. Adicionalmente, existen disponibles varios
reactivos de visualizacion para la pulverizacion sobre las placas. Algunos de los
reactivos mas comunes son: vainillina-acido sulfurico, Liebermann-Burchard,
cloruro de antimonio, anisaldehido-acido sulfurico (Hostettmann y Marston,
1995).

El solvente (fase mdvil) méas frecuentemente utilizado es la mezcla
cloroformo-metanol-agua (65:35:10) (Kawasaki y Miyahara, 1963). El sistema n-

butanol-etanol-amoniaco (7:2:5) es igualmente popular, especialmente para
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glicésidos que contienen residuos de acido urdnico; mientras que para mezclas

muy polares se usa n-butanol-acido acético-agua (4:1:5) o cloroformo-metanol-
acido aceético-agua (60:32:12:8). Los reactivos reveladores al calentar dejan ver
diferentes manchas las cuales al ser medidas con un densitometro se obtiene la

cuantificacion de saponinas (Dominguez, 1973; Uribe, 1987; Bruneton, 1991).

2.3.6.7 Cromatografia de liquidos de alta resoluci  6n (HPLC)

La prueba de HPLC, por su velocidad, sensibilidad y adaptabilidad para los
compuestos polares no voléatiles, es ideal para el andlisis 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 de refraccion, deteccidon de masas, o por derivacion
(Kensil y Marciani, 1991).

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
metanol por su baja absorcibn de UV. Las separaciones se realizan
principalmente en columnas de octilsilano (C8) y octadecilsilano (C18), los
cuales son fases reversas (Domon y Hostettmann, 1983).

La cromatografia por 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
purificaciéon final. A diferencia de la cromatografia liquida de mediana presion
(MPLC) que utiliza particulas méas grandes (25-100 um.), las particulas de la fase
estacionaria en HPLC son de 5-30 pum. y consecuentemente permite una
separacion con mayor eficiencia. La mayoria de las separaciones se han

realizado en paquetes de silica de octilsilano con deteccion de indice de
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refraccion. Por otro lado, las mezclas mas utilizadas como solventes de elucion

son metanol-agua o acetonitrilo-agua (Hostettmann y Marston, 1995).

2.3.6.8 Resonancia Magnética Nuclear (RMN)

Uno de los métodos modernos para la elucidacion de la estructura de los
oligosacéridos y glicosidos es la resonancia magnética nuclear (RMN), la cual
provee la informacién mas completa, con o sin tener el conocimiento previo de la
estructura (Agrawal, 1992). Es la Unica técnica que puede ofrecer un
conocimiento completo de la estructura a estudiar sin recurrir a otro método
(Hostettmann y Marston, 1995).

Esta técnica espectroscopica puede utilizarse sélo para estudiar nucleos
atOmicos con un nuamero impar de protones o neutrones (0 de ambos). Esta
situacion se da en los atomos de 'H, *3C, *°F y *'P. Este tipo de ntcleos son
magnéticamente activos (poseen spin) al igual que los electrones, ya que los
ndcleos tienen carga positiva y el movimiento de rotacidén sobre su eje hace que
se comporten como si fueran pequefios imanes. En ausencia de campo
magnético los spines se orientan al azar. Si existe la influencia de un campo
magnético, los spines positivos se orientan en el mismo sentido que el campo
magnético (estado de spin a) y los negativos al contrario (estado de spin ()
(Elguero et al., 2004).

La diferencia de energia entre los dos estados (a y B), depende de la fuerza
del campo magnético aplicada (Figura 13). Cuando una muestra que contiene un
compuesto organico es irradiada brevemente por un pulso intenso de radiacion,
los ndcleos del estado a son promovidos al estado . Esta radiacion esta en una
radiofrecuencia del espectro electromagnético; cuando los ndcleos vuelven a su

estado normal es decir de 3 a a, emiten sefiales que el espectro de RMN detecta
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y registra en una grafica de frecuencias contra intensidad llamada espectro
(Elguero et al., 2004).

|
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campo magnético aplicado, B,(T)

Figura 13. Comportamiento de energia y el campo magnético en RMN. (Fuente: Tutorial de

espectroscopia, Universidad de Granada, Espafia).

La prueba espectroscopica de *C de RMN, la cual es muy Util en la
determinacion de la estructura de las saponinas, es una prueba rapida y no
destructiva, que no requiere gran cantidad de muestra (mg). Los analisis de los
espectros de este tipo permiten concluir ciertos aspectos tales como la posicion
de la union de las cadenas glucosidicas al aglicon, secuencia, nimero y posicion
de los monosacaridos, configuracion y conformacion de los enlaces
interglicosidicos y la presencia de acilglicésidos en las cadenas (Ishii et al.,
1978; 1984). También ayudan a conocer la naturaleza del aglicon (Doddrell et
al., 1974; Tori et al., 1974; Blunt y Munro, 1980) y el tipo de las estructuras

unidas a los acidos éster.

Aunque el andlisis espectral de *C y la asignacién de sefiales se ha

convertido en un procedimiento rutinario en la determinacion de la estructura de
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las saponinas, rara vez se informa la asignacion completa de los espectros de

'H. El espectro de 'H es caracteristicamente complejo y tedioso de analizar. La
gran mayoria de las resonancias de proton de la fraccion glacida aparece en un
ancho espectral muy pequefio (3.0 a 4.2 ppm) con el problema subsecuente de
superposicion. Esto se deriva de la mayor parte de los metilos del aztcar no
anomeérico y de los metilenos del proton los cuales tienen cambios quimicos

similares en los residuos de monosacaridos diferentes.

2.3.7 Aplicaciones comerciales de las saponinas

Las diversas propiedades fisicoquimicas y bioldgicas de las saponinas han
sido explotadas exitosamente en gran nimero de aplicaciones comerciales, tales
como: la industria alimentaria, cosmética, agricola y farmacéutica. La tendencia
de los mercados hacia el uso de ingredientes naturales, y al reporte de cada vez
mas pruebas de su actividad bioldgica, han aumentado la demanda de

saponinas en los ultimos afos (Brown, 1998; Malcolm, 1995).

Con base en sus propiedades de surfactantes no iénicos, su uso se ha
extendido como emulsificantes, formadores de espuma y detergentes (San
Martin y Briones, 1999; Balandarin, 1996). Otras aplicaciones propuestas de
saponinas y las plantas que contienen saponinas son como aditivos alimentarios
(Cheeke, 1999; Zhang, 1999; Aoun et al., 2003; Jensen y Elgaard, 2001), como
reguladores de crecimiento en plantas (Yamauchi et al., 2000) y bacterias

(Henderson, 2001) y como recuperador de suelos (Roy et al., 1997).

Las dos principales fuentes comerciales de saponinas son los extractos de
Quillaja saponaria y Yucca schidigera (San Martin y Briones, 1999; Balandarin,
1996). También se ha evaluado como fuente comercial de saponinas una serie
de materiales de otras plantas como castafio de indias semillas de té y soya
(Zhang, 1999). Dentro de las aplicaciones farmacéuticas, las saponinas son
precursoras de la produccion de hormonas (Blunden et al., 1975), adyuvantes
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inmunolégicos y como drogas (Kensil et al., 2004), También han sido

documentadas como ingredientes activos en varios productos naturales como
extractos herbolarios (Balandarin, 1996).
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Recoleccion de materia prima

Se realizo la recoleccion del residuo de la produccién de ixtle (guishe fresco),
en un dia normal de tallado de tres localidades del sureste del Estado de
Coahuila (Figura 14). Se realizaron 2 muestreos, el primero en Marzo y el
segundo en Junio de 2012. Los lugares de recoleccion fueron: el Ejido Tortuga
en el municipio de Ramos Arizpe (Latitud: 25.833, Longitud: -101.267), el Ejido
Bufiuelos en el municipio de Saltillo (Latitud: 25.05, Longitud: -101.183) y el Ejido
El Porvenir en el municipio de Parras de la Fuente (Latitud 25.550, Longitud
101.720). El material fue trasladado a las instalaciones de la empresa Biorganix

Mexicana S.A de C.V en bolsas de plastico selladas.

Figura 14. Municipios de mayor produccion ixtlera en Coahuila.
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3.1.1 Pretratamiento de la materia prima

Para la obtencion del extracto liquido (jugo de guishe) se realiz6é un prensado
mecanico empleando una prensa de acero inoxidable de 200 L de capacidad
(Figura 15). El extracto liquido resultante fue calentado a 94 °C por 15 min para
la inactivacion enzimética. Se midié el volumen (L) y el peso (kg) del extracto
liqguido para la determinacion de rendimientos. Posteriormente, el extracto
obtenido se envasé en recipientes de 1 L y se almacend a -20 °C hasta su
utilizacién. Durante las pruebas experimentales las muestras se descongelaron y

se almacenaron a 4°C durante el periodo de uso.

Figura 15. Prensa mecanica de 200 L utilizada para obtener el extracto liquido.

3.2 Caracterizacion fisicoquimica del extracto de g uishe

Se realizd una caracterizacion fisicoquimica a los extractos de guishe
obtenidos en 2 épocas del afio (Marzo y Junio), con la finalidad de hacer un
estudio comparativo entre ambos muestreos y la variabilidad relacionada al sitio
de recoleccion. Para este fin se determiné el contenido de proteinas, cenizas y
humedad utilizando los métodos recomendados por la AOAC (1996) (2.057,
31.013 y 966.02, respectivamente).
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El extracto etéreo se determind siguiendo el método Soxhlet 920.39 de la
AOAC (1996). Para la cuantificacion de azUcares totales se utilizé el método de
Fenol-Sulfurico (Dubois et al., 1956). Todas las evaluaciones se realizaron por

triplicado.

3.3 Extraccién y cuantificacion de saponinas del ex  tracto de guishe

Para realizar esta actividad se obtuvo un extracto crudo de saponinas por
medio de solventes y el extracto liquido fue tomado directamente del jugo que
fue prensado y almacenado anteriormente. Para la determinacion indirecta de
saponinas se cuantificé el contenido de azucares reductores por el método de
Miller (1959) (Hernandez et al., 2005; Ibarra, 2005), y de forma directa por medio

de cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC).

Para la prueba indirecta se realiz6 una curva de dextrosa la cual se interpol6
con una curva de Quillaja saponaria (SIGMA) para obtener una nueva curva
(saponinas g/L, azucares g/L) y asi obtener la ecuacién para determinar los
azucares reductores. A continuacion se describen detalladamente los

procedimientos que se siguieron.

3.3.1 Obtencidn del extracto crudo de saponinas

La obtencion del extracto crudo de saponina se realizO por extraccién con
solventes a partir de los extractos liquidos de guishe hervido obtenido
previamente, siguiendo la metodologia descrita por Garcia-Contreras (2010) con

algunas modificaciones.

Se concentraron en rotavapor (Yamato BM500) 100 mL de cada extracto
hervido de guishe, a 100 °C hasta obtener aproximadamente 30 mL del
concentrado. El extracto concentrado se colocé en un matraz de 500 mL y se
realiz6 una primera extraccion utilizando acetato de etilo (EtOAc) (Fermont) en

una proporcion solido-liquido de 1:10 (p/v). La mezcla se mantuvo en reflujo
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directo bajo agitacion magnética durante 7 h a 65 °C (Figura 16). Al final de este

tiempo, se dejo reposar 24 horas a 4 °C y se filtré al vacio con filtro Whatman
No. 41 para obtener el extracto solido. El material presente en el fondo del vaso
se transfirio a un vidrio de reloj y se sec6 en estufa (Felisa) a 60 °C para
eliminacién del solvente. Finalmente, el sélido se pas6 a un mortero para

disminucién de tamafo de particula hasta obtener un polvo.

Figura 16. Sistema de reflujo utilizado para la obtencién de extracto seco de saponinas.

Al material sélido resultante de la extraccién con EtOAc, se le realizd una
segunda extraccion con butanol (Fermont) al 9.1% con una proporcion de 1:40
(p/v), durante 7 h en un sistema de reflujo, para obtener saponinas.
Posteriormente, el extracto se dejé reposar 24 h a 4 °C y después de
transcurrido ese tiempo, se centrifugé a 3000 rpm por 5 min. El sobrenadante se
concentré en rotavapor (Yamato BM500) y se colocd en un vidrio de reloj para
evaporar el solvente a 60 °C en estufa (Felisa). El extracto resultante se
denomind “extracto crudo de saponinas”, el cual fue molido en un mortero para

reduccion de tamafio de particula.
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3.3.2 Cuantificacion indirecta de saponinas

La cuantificacibn de saponinas en los extractos se realizO de manera
indirecta, mediante la liberacion de azucares por un proceso de hidrolisis con
acido clorhidrico (HCI) concentrado (Hernandez, 2005; Ibarra, 2005). Se realizé
una curva de calibracion con dextrosa (Difco), la cual se interpolé con una curva
de saponina estandar de Quillaja saponaria (SIGMA) para obtener una nueva
curva de calibracion, donde la concentracion de azucares liberados estad en
funcion de la concentracion de saponina estandar utilizada. A continuacién se

describen detalladamente los procedimientos que se siguieron:

3.3.2.1 Curva de calibraciéon de Quillaja saponaria

Para la curva de calibracion se prepararon una serie de concentraciones
acuosas de saponinas de Q. saponaria (SIGMA) para su posterior hidrolisis y
determinacion de azucares reductores por DNS (Miller, 1959) a fin de obtener
una curva de calibraciéon. Para esto, se prepararon cinco soluciones de saponina
estandar en concentraciones de 3, 6, 9, 12 y 16 g/L (p/v). De cada solucion se
tomaron 5 mL y se colocaron en vasos de precipitados de 100 mL, se afiadieron
30 mL de agua destilada y 2 mL de HCI. Las mezclas se colocaron en una
parrilla a 60-70°C y se taparon con papel aluminio, manteniéndose en agitacion
vigorosa durante 30 minutos. Transcurrido el tiempo, los vasos se transfirieron a
un bafio de hielo y posteriormente se ajusto el pH entre 6.5y 7.2 con NaOH o
HClI 1 M. Las soluciones se aforaron a 50 mL con agua destilada y
posteriormente se realizé la determinacion de azucares reductores mediante la
técnica de DNS (Miller, 1959). Todas las determinaciones se realizaron por

triplicado.

A fin de cuantificar solo la cantidad de azucares liberados por la hidrolisis de
las saponinas, se preparo otra serie de soluciones de saponinas de Q. saponaria

sin agregar HCI.
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3.3.2.2 Curva de calibracion de dextrosa

Para la determinacion se realiz0 una curva estandar de Dextrosa (Difco) a 2
g/L (p/v).

Para la determinacion de la curva de dextrosa (Difco) se emplearon las

siguientes concentraciones:

Cuadro 1. Curva de calibracion de dextrosa.

g/L Estandar (L) H.O (uL)

0 0 500
0.4 100 400
0.8 200 300
1.2 300 200
1.6 400 100
2.0 500 0

Cada una de las concentraciones fue depositada en un tubo de ensayo de
13x100 mm, al cual se le agreg6é 500 pL de 3,5 dinitrosalicilico (DNS) (Miller,
1959) y se agitaron con vortex. Se incub6 a bafio maria por 5 min. Se dejo
enfriar en un bafo de hielo por 5 min. Se agregaron 5 mL de agua destilada y se
mezcld en vértex dejando reposar la reaccion por 15 min. Se leyo la absorbancia
a 540 nm en un espectrofotbmetro (Thermo Genesys 20). Se utiliz6 agua
destilada como blanco de la reaccion. Todas las determinaciones se realizaron

por triplicado.

3.3.2.3 Determinacion indirecta de saponinas por co  lorimetria
Tanto al extracto crudo (obtenido por solventes) como al extracto liquido
(obtenido de la prensa directamente) se les realizé la hidrélisis de la misma

forma que para las soluciones patron de saponina estandar (Q. saponaria), con
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la diferencia que se tomaron 5 mL del extracto liquido para realizar la prueba, y

se determind la concentracion de azUcares reductores por DNS (Miller, 1959).

Para conocer la cantidad de saponinas presentes en los extractos de guishe

se utilizo la siguiente ecuacion:

AR generados — ARhidrélisis - ARsin hidrolisis

donde: ARgenerados €S la concentracion de azucares reductores generados en
g/L.
ARyigrsiisis €S la concentracion de azUcares obtenidos a partir de la
hidrdlisis de las saponinas, y

ARGsin hidralisis €S 1a concentracion de azlcares libres.

Después de obtener los resultados de azlcares reductores generados
mediante la interpolacion con la curva de dextrosa, el resultado de la ecuacion
se interpol6 con una curva de Q. saponaria contra azUcares. Mediante
interpolacion fue posible cuantificar de manera indirecta la concentracion de
saponinas presentes en los extractos de guishe. Todos los ensayos se

realizaron por triplicado.

3.3.3 Determinacion de saponinas en extracto de gui  she por HPLC

Los andlisis cromatograficos se realizaron en las instalaciones del Centro de
Investigacion y de Estudios Avanzados del Instituto Politécnico Nacional
(Cinvestav) Unidad Saltillo. Para ello se emple6 un sistema de cromatografia de

liquidos de alta resolucion Agilent Technologies de la serie 1200.

Para la separacion de los compuestos presentes en los extractos de guishe,
se uso una columna Zorbax SB- Ci5 de 4.6 x 250 mm y particula de 5 um. Para

la fase mavil se utilizé una mezcla en proporcion de 50/50 % p/v de acetonitrilo
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grado HPLC (Tedia) y éacido fosforico 0.00025 N. La cantidad de extracto

inyectada en cada corrida fue de 3 pL con un tiempo de corrida de 25 minutos.

La deteccion se realizo a una longitud de onda de 192.4 nm.

Antes de analizar los extractos sdlidos y liquidos, se hicieron diluciones 1:10
con agua desionizada y fueron sometidos a ultrasonido durante 5 minutos.
Posteriormente se pasaron por filtros de membrana para jeringa (Whatman) con

un poro de 0.45 pm.

3.4 Identificacion de la sapogenina mayoritaria de guishe

Para el aislamiento e identificacion de la sapogenina mayoritaria presente en
los extractos de guishe se realizd primero una hidrélisis acida de las saponinas,
seguido de la purificacion de la sapogenina presente en mayor proporcion por
cromatografia en columna. Finalmente la identificacion de este compuesto se

realizé por Resonancia Magnética Nuclear.

3.4.1 Hidrdlisis del extracto de saponinas

Se pesaron 0.5 g de extracto crudo de saponinas y se colocaron a reflujo con
2 mL de HCI durante 2 h. El extracto ya hidrolizado se filtré al vacio. El filtrado se
deposito en un matraz y se le adiciono cloruro de etileno (CH,Cl,) para identificar
la fase organica méas facilmente. Inmediatamente después, el contenido del
matraz se vertié6 a un embudo de separacion para separar las fases organica e
inorganica. Para facilitar la separacion se le agregé CH,Cl, y posteriormente se
agitd. Este proceso se repitio 3 veces. La fase inorganica fue desechada. La
fase organica se coloc6 en un matraz y se le agrego bicarbonato de sodio
(NaHCO3). La mezcla se depositdé en un embudo de separacion para separar la
fase organica de la inorganica y nuevamente se desechod la fase inorganica. La
fase organica se pas6 a un matraz, al que se le agreg6 sulfato de sodio (NaSQO,)
para la eliminacion del agua. Después se filtr6 el NaSO, en un embudo con un

algoddn para que éste fuera retenido. El liquido resultante se concentré en un

Siller Judwes, 2012 37



Extracciowy purificacidw de saponinas del residuwo-del tallado-del Agave
lechuguilla Torrey (guishe) y swaplicacidw potencial

rotavapor (Buchi Rotavapor R-114) para eliminar el NaSO, residual,

posteriormente se sometié al vacio. El material resultante fue denominado

extracto crudo de sapogenina.

3.4.2 Purificacion de sapogenina mayoritaria

Para la cromatografia en columna se utilizaron columnas de vidrio (ESEVE
de diametro de 14.5 mm y longitud de 23 mm) empacadas con gel de silice
grado 60 (230-400 mallas) de acuerdo a la técnica de cromatografia flash

utilizando éter de petréleo de grado industrial previamente destilado.

Una vez preparada la columna, se coloc6 la muestra de extracto seco de
sapogenina y posteriormente se agrego éter de petréleo hasta ser recuperado,
utilizandose un sistema de bombeo. Se colocé algoddn en la parte superior de la
columna y se le agreg6d éter de petréleo hasta ser recuperado. Se adaptd un
bulbo de 500 mL a la columna y se le agregé la mezcla eluyente que consistio

en 7% de acetato de etilo y 3% de éter de petréleo (Figura 17).

Figura 17. Sistema de purificacién de la sapogenina mayoritaria por cromatografia en columna.
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Se obtuvieron varias fracciones, las cuales fueron muestreadas y leidas en
placas comerciales de gel de silice grado 60 de 0.2 mm de espesor. Para su
revelado las placas se sometieron a calcinacion, previo tratamiento con &cido
sulfarico al 10% en metanol (v/v). Finalmente, las fracciones que presentaron la
sapogenina mayoritaria se sometieron a concentracién en rotavapor (Buchi
Rotavapor R-114) con posterior tratamiento a vacio y se obtuvo la sapogenina

mayoritaria pura.

3.4.3 RMN de la sapogenina mayoritaria

Para la identificacion de la sapogenina mayoritaria por resonancia magnetica
nuclear se utilizé un equipo VARIAN de 300 Mhz perteneciente al Departamento
de Quimica Orgénica de la Facultad de Ciencias Quimicas de la Benemérita
Universidad Autonoma de Puebla. Previo al analisis, se peso la sapogenina pura

y se disolvié en cloroformo deuterado (CDCl3).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Caracterizacion fisicoquimica de los extractos de guishe
Después de la recoleccion y el prensado se obtuvo un liquido
correspondiente al extracto de guishe recolectado en los meses de Marzo y

Junio.

En el Cuadro 2 se presentan los resultados del analisis fisicoquimico
realizado a las muestras de guishe recolectados en tres localidades del Estado
de Coahuila (Parras de la Fuente, Ramos Arizpe y Saltillo), en dos épocas del

afio (marzo y junio).

En términos generales, en cuanto a la humedad (H), se observa una
disminucion de ésta en el mes de junio respecto a marzo. Lo anterior,
independientemente de la localidad de origen. La razén de esta disminucion se
relaciona principalmente a que en el mes de junio el clima es mucho méas seco y
la planta ha perdido parte de sus reversas de agua. Los resultados en este
parametro estan dentro del rango reportado previamente en otro trabajo de
investigacion, donde se encontraron valores entre 74 y 69 % de H (Hernandez-
Soto, 2005). De igual manera, el valor obtenido en este trabajo de tesis,
concuerda con el determinado para bagazo de Agave tequilana Weber que fue
del 71% (Gonzélez-Garcia et al., 2005).
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Cuadro 2. Andlisis fisicoquimico de guishe de Agave lechuguilla de tres localidades de Coahuila

recolectados en Marzo y Junio.

MST (%) 21.58 29.78 24.18 34.12 26.23 37.43
Humedad (%) 78.42 70.22 75.82 65.88 73.77 62.57
Cenizas (%) 3.93 4.68 3.05 4.24 6.25 7.22
Fibra cruda (%) 1.64 1.47 2.01 1.92 1.94 1.64
Extracto etéreo (%) 0.5 0.51 0.15 0.48 0.29 0.37
Proteina (%) 0.57 0.49 0.32 0.54 0.44 0.52
Azlcares totales (%) 24.88 15.83 15.83 7.34 9.52 7.52

EP-PF: Ejido El Porvenir, Parras de la Fuente
ET-RA: Ejido Tortuga, Ramos Arizpe
EB-S: Ejido Bufiuelos, Saltillo.

Por otro lado, se observé un mayor contenido de azlUcares en la muestra
proveniente del Ejido El Porvenir, en Parras de la Fuente, para ambas fechas de
muestreo. Esto se relaciona con el porcentaje de humedad (H), ya que esta
misma muestra presentd el mayor contenido de agua, siendo los azlcares
altamente solubles. Esta afirmacién concuerda con los resultados generados
para las muestras de Ramos Arizpe y Saltillo, las cuales presentaron contenido
de azlcares de 15.83 y 9.52 %, y contenido de H de 75.82 y 73.77 %,

respectivamente.

En general, el alto contenido de azlcares presentes en los jugos de guishe
es indicativo del potencial de este material para la obtencion de polisacaridos u
oligosacaridos con posible aplicacién en la industria agroalimentaria; asi como
en su factible aplicacién en la produccion de bioetanol, tal como se ha realizado
con otros residuos agroindustriales tales como el bagazo de la cafia de azlcar
(Jackson de Moraes Rocha et al., 2011; Dias et al.,, 2012), desechos de
zanahoria (Aimaretti et al., 2012), cascara de mandarina (Choi et al., 2012),

entre otros.
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El porcentaje de extracto etéreo presente en las muestras, en general, fue

bajo tanto en el primer muestreo (0.15-0.5 %) como en el segundo muestreo
(0.37-0.51 %).

En cuanto al porcentaje de cenizas, se puede observar que en el mes de
junio para las tres localidades hubo un aumento relativamente importante con
respecto al mes de marzo. Ademas, se presentd variacion en el contenido de
cenizas segun la zona de muestreo, siendo mayor para ambos muestreos en el
municipio de Saltillo (6.25 y 7.22, marzo y junio, respectivamente). Esto se
relaciona a las elevadas temperaturas que se presentaron en junio alcanzando
hasta los 35°C y a la ausencia de precipitacion (Cuadro 3), con la consecuencia
de menos agua dentro de la planta, aumentando en proporcion las cenizas asi
como los sélidos totales. Hernandez (2005) report6 el contenido de cenizas para
hojas de Agave lechuguilla entre 2.34 y 3.25%, lo cual es congruente con los

resultados obtenidos en el presente trabajo.

Cuadro 3. Historial meteorolégico de marzo y junio de 2011.

Temperatura minima 0 11 13 21 0 11
Temperatura Méxima 31 35 27 33 31 35
Precipitacion - escaza - escaza - escaza

Fuente: www.accuweather.com/es/mx
EP-PF: Ejido El Porvenir, Parras de la Fuente
ET-RA: Ejido Tortuga, Ramos Arizpe

EB-S: Ejido Bufiuelos, Saltillo

Cabe sefialar que este es el primer estudio de caracterizacion de guishe,

comparando tres de las localidades con mayor actividad talladora de Agave

Siller Judwes, 2012 42



Extracciowy purificacidw de saponinas del residuwo-del tallado-del Agave
lechuguilla Torrey (guishe) y sw aplicacidw potencial

lechuguilla de la region, en dos temporadas del afio (marzo y junio). Los

resultados de la caracterizacion demostraron diferencias importantes en las

muestras obtenidas en Marzo con relaciéon a las de Junio (Cuadro 2).

4.2 Determinacion indirecta de saponinas por colori metria

Se realizé la determinacion de la concentracion de saponinas en la saponina
cruda (en polvo) y de los extractos de guishe (liquido). Una vez establecido el
meétodo de cuantificacidn de saponinas se elabord una curva de calibracion, para
relacionar la cantidad de azucares generados por la hidrdlisis del glicésido con la
concentracion inicial de saponinas, para lograr esto se interpolé con una curva
de calibracion de Quillaja saponaria (saponina triterpénica) (Figura 18).
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Figura 18. Curva de calibracién de saponinas de Quillaja saponaria contra azucares.

En la Figura 19 se presenta la comparacion del contenido de saponina cruda
determinada en los extractos obtenidos por extraccion con disolventes. En todas
las muestras de extracto crudo de saponina el contenido de saponinas (g/L) fue
superior en el segundo muestreo (Junio), con valores de 98.43, 100.33 y 23.76
(g/L) para los ejidos Tortuga (Ramos Arizpe), El Porvenir (Parras de la Fuente) y
Bufiuelos (Saltillo), respectivamente. Destaca el contenido de saponinas en el
extracto del Ejido El Porvenir de Parras de la Fuente, con un valor de 100.33 g/L.

Es evidente que el tratamiento para la extraccion de saponinas con solventes fue
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eficiente, permitiendo la purificacion en las muestras obtenidas de Parras de la

Fuente y Ramos Arizpe, al determinarse un mayor contenido de saponinas en
los extractos de saponina cruda que la detectada en las muestras de extracto
liguido de guishe. Sin embargo, este comportamiento no se presenté en las
muestras correspondientes al Ejido Bufiuelos (Saltillo), presentandose inclusive
menores rendimientos en el extracto crudo (8.19 y 23.76 g/L, marzo y junio,
respectivamente) que en los extractos liquidos (10.09 y 27.71 g/L, marzo y junio,
respectivamente). En general, se corrobord que la concentracion de saponinas
en las diferentes muestras esta claramente influenciada por el lugar de origen de

la muestra y por la fecha de recoleccion de la misma.
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Figura 19. Comparacion de composicién de saponina (g/L) en las muestras de extracto liquido y

saponina cruda en los meses de marzo y junio.

Los valores altos encontrados en las muestras recolectadas en Junio se debe
a que esta es la época con menores precipitaciones del afio en la zona, siendo

que en la temporada de los muestreos estas zonas estaban pasando por una
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sequia que ya llevaba varios meses (Martinez, 2011). De manera que la

concentracion de agua en la planta es menor y por tanto la concentracion
relativa de los fitoquimicos es mayor. Por otra parte, la escasez de agua en la
zona de crecimiento de la planta, inhibe la presencia de otro tipo de vegetacion,
aumentando el riesgo de sufrir depredacion. Asi, la planta de lechuguilla tiende a
aumentar su produccién de algunos metabolitos secundarios, entre ellos las
saponinas, para protegerse (Abdel et al 2002).

En cuanto a la ubicacion, se encontré que la muestra que presentd mayor
concentracion de saponinas fue la recolectada en los Ejidos Tortuga de Ramos
Arizpe y El Porvenir de Parras de la Fuente. Esto se explica en que dependiendo
de la ubicacion geografica de la planta, ésta estd sometida a diferentes

condiciones de estrés ambiental (Dinan et. al. 2001).

4.3 Determinacion de la presencia de saponinas en e  xtracto de guishe
por HPLC

Adicional a la cuantificacion indirecta de saponinas por el método
colorimétrico, se llevo a cabo la cuantificacion de saponinas por cromatografia

liguida de alta resolucién (HPLC) (Figura 20).

Figura 20. Equipo de Cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC).
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En la Figura 21, se presenta la curva de calibracion de saponinas de Q.

saponaria obtenida por HPLC. Con los datos arrojados se determiné la ecuacion
de la recta, para utilizarla en la interpolacion de las muestras de extracto de
saponina cruda analizadas. Sin embargo, al interpolar las areas obtenidas para
cada muestra (Cuadro 4), la concentracion de saponina base Q. saponaria fue
superior a la cantidad de muestra analizada. Lo anterior implica que no es
posible utilizar la curva de Q. saponaria para determinar el contenido de
saponinas en muestras de guishe. Este resultado se justifica con el hecho de
gue Q. saponaria, es un saponina de naturaleza triterpenoide (Kim et al., 2006),
mientras que, segun reportes de literatura, las saponinas presentes en A.
lechuguilla, y por consiguiente, en el guishe, son de tipo esteroidal (Dinan et al.,
2001; Garcia-Contreras, 2010).
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Figura 21. Curva del estandar de Quillaja saponaria (SIGMA) obtenida por HPLC.

Cuadro 4. Concentracién de saponina base Quillaja saponaria (mg/mg de muestra) en extractos de

Ejido Tortuga / Ramos
Arizpe

Ejido Porvenir / Parras
de la Fuente

Ejido Bufiuelos / Saltillo

Ej. Tortuga / Ramos
Arizpe

Ejido Porvenir / Parras
de la Fuente

Ejido Bufiuelos / Saltillo

saponina cruda de guishe.

Primero 46.68055 161.6

Primero 31.08437 119

Primero 21.03187 91.6
Segundo 119.9126 361.5
Segundo 97.18041 299.5
Segundo 100.25828 307.9

4.4 Identificacion de sapogenina mayoritaria de gui  she por RMN

Posterior al aislamiento de sapogenina pura se determind el espectro de

resonancia magnética nuclear (RMN). En las Figuras 22 y 23 se muestran los

espectros de RMN de *C y 'H, respectivamente, obtenidos para la sapogenina

mayoritaria. La interpretacion de los espectros se realizé tomando como
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reportados previamente para compuestos

referencia datos bibliograficos
orgéanicos (Agrawal et al, 1997). También se recurrié a otros experimentos como
COSY, HMBC y HSQC.

En el espectro de '*C se pudieron observar un total de 25 sefiales que
pudieron ser asignadas a 27 carbonos en la estructura del compuesto. De esa
manera, pudo concluirse que la sapogenina mayoritaria, presente en el extracto
seco de guishe es la esmilagenina. En el Cuadro 5 se presentan las
asignaciones de las sefales observadas en los espectros de la muestra
analizada. De igual manera, y con fines de comparacion, se presentan las

sefales reportadas en la bibliografia (Pawan et al., 1997).
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Figura 22. Espectro de RMN de *°C de la sapogenina purificada.
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Cuadro 5. Asignacion de RMN de ~°C y "H para esmilagenina.

1 29.95
2 27.82
3 67.12
4 33.54
5 36.58
6 26.56
7 26.54
8 35.28
9 39.85
10 35.28
11 20.90
12 40.30
13 40.70
14 56.48
15 31.80
16 80.93
17 62.27
18 16.49
19 23.92
20 41.61
21 14.51
22 109.26
23 31.39
24 28.80
25 30.31
26 66.86
27 17.14

29.89
27.74
67.05
33.46
36.46
26.49
26.49
35.22
39.78
35.22
20.84
40.24
40.65
56.42
37.74
80.88
62.18
16.44
23.87
41.55
14.47
109.21
31.32
29.89
30.25
66.80
17.10

1.40, 1.53
1.46, 1.58
4.11
1.33,1.98
1.72
1.16,1.91
1.07, 1.46
1.58
1.33
1.25, 1.40
1.16,1.72
1.16
1.25,1.98
4.40
1.77
0.76 0.76
0.98 0.95
1.86
0.97

411
4.40

1.58, 1.67
1.46, 1.64
1.64
3.38, 3.48

3.37, 3.49
0.79 0.78

*Asignacion reportada en la bibliografia (Pawan et al., 1997) **Asignacion obtenida.
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Para el andlisis de "H se omiti6 la asignacion de 1-2 ppm ya que en esta

zona aparecen 20 protones pertenecientes a varios metilenos, lo cual dificulta su
asignacion. Sin embargo, destacan sefiales caracteristicas para la esmilagenina,
como es el cuadruplete de & 4.39 correspondiente a H-16, cuyo desplazamiento
hacia campo bajo se explica por estar vecino a un oxigeno. También se observa
el quintuplete de & 4.11 que pertenece H-2, cuyo desplazamiento a campo bajo
se debe a la presencia del grupo hidroxilo. Por otro lado, es evidente el ddd
(doble doble doblete) en & 3.47 y el triplete a & 3.37, ambos caracteristicos de H-
21 ya que hay acoplamientos con H-23 observados en el experimento COSY, el
doblete de & 0.98 asignado a H-28, el singulete de & 0.95 perteneciente a H-30,
el doblete en d 0.80 correspondiente a H-26 y finalmente el singulete en 6 0.78
asignado a H-29, ademas de que todos estos coincidieron con lo reportado en la
bibliografia (Agrawal et al, 1997).
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5. CONCLUSIONES

» Se corroboré que la concentracion de saponinas en las diferentes
muestras esta claramente influenciada por el lugar de origen de la

muestra y por la fecha de recoleccién de la misma.

» Se confirma que el guishe puede ser usado como fuente potencial de
obtencion de saponinas de tipo esteroidal. Y que para fines practicos,
el guishe obtenido del tallado en época de sequia es mejor por su alto

contenido en estos metabolitos.

» La sapogenina mayoritaria presente en los extractos de guishe es la

esmilagenina, cuya identificacion se realizé por RMN.
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