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. RESUMEN

En el norte de México una de las principales actividades econdémicas en las
zonas aridas y semiaridas es la recoleccion y venta de productos de origen
vegetal. La aplicacion que se le ha dado al Agave lechuguilla se centra en el uso
de las hojas para obtener material fibroso (ixtle), dejando de lado la pulpa
resultante denominada “guishe” como el principal contaminante en las regiones de
tallado. El uso de residuos agroindustriales se presenta como una alternativa para

la obtencion de fitoquimicos con valor activo.

Se recolectaron tres muestras residuo de 3 distintas localidades talladoras de
la region sur de Coahuila: Saltillo, Ramos Arizpe y Parras de la Fuente. Se dividio
el guishe, mediante prensado mecanico, en dos fracciones para su estudio:
extracto y fibra. Se realiz6 caracterizacion fisicoquimica de todas las muestras con
el fin de determinar la variacion en la composicion quimica. Se encontraron
diferencias marcadas en algunos aspectos, principalmente por cuestiones
climaticas, tipos de estrés a los que pudieron o no estar sometidos y variaciones
en el procesamiento de las muestras. El extracto de la region de Parras de la
Fuente, presentdé mayor contenido de azucares, el cual es un parametro
importante de referencia para su posible aplicacion en la industria agroalimentaria.
Mientras que en la fibra de guishe, la region de Saltillo presenté un alto contenido
de fibra cruda, material que puede ser usado para hidrélisis acida para la

obtencion de azulcares.

Las muestras fueron sometidas a extraccion metandlica, extraccion secuencial
con metanol y extraccibn con hexano con la finalidad de detectar timol y/o
carvacrol en el guishe, por medio de cromatografia liquida de alta resolucién
(HPLC). No se detecto la presencia de picos correspondientes a timol y carvacrol,

los cuales deberia de aparecer a los 11.84 y 13.96 min, respectivamente. Sin
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embargo, con la extraccion secuencial se detectaron picos alrededor de los 2 min.
Se comprobod la ausencia de timol y carvacrol en la fibra y extractos de guishe;

pero se deja abierto el estudio para la identificacion de otros compuestos y su
estudio para la determinacion de su actividad biologica.

El presente trabajo se realizd en Biorganix Mexicana S.A. de C.V. en conjunto

con Centro de Investigacion y de Estudios Avanzados del IPN Unidad Saltillo.

Palabras clave: Agave lechuguilla, guishe, fitoquimicos.
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1. INTRODUCCION

1.1 Antecedentes

Una de las principales actividades econ6micas de las zonas éridas y
semiaridas del norte de México es la recoleccion de materiales naturales ya sea
para autoconsumo y/o venta. Entre las especies mas recolectadas para su venta
se encuentran la lechuguilla (Agave lechuguilla), la palma semandoca (Yucca
carnerosana), la candelilla (Euphorbia antisiphylitica) y el nopal (Opuntia ssp.)
(Reyes et al., 2000).

La familia de los agaves, consta aproximadamente de unas 300 especies y se
encuentran distribuidas principalmente en las regiones desérticas de México y en
el suroeste de los Estados Unidos. En México crece en abundancia en los estados
de Tamaulipas, Chihuahua, Coahuila, Hidalgo y Nuevo Leén (Michotte, 1914).

La diversidad de aplicaciones que se le ha dado al Agave lechuguilla tiene su
origen en los compuestos que se extraen principalmente de las hojas, que se
constituyen en un 85% de pulpa y un 15% de material fibroso. La fibra contiene
alrededor de 80% de celulosa, 5% de hemicelulosa y 15% de lignina. Esta fibra
conocida como “ixtle” se utiliza principalmente en la industria para la fabricacion de
cepillos, morrales, bolsos, sogas, etc. 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). La pulpa es rica en sustancias
bioactivas como timol, carvacrol, xilitol, vitamina C y saponinas (Gregorio-Jauregui
et al., 2008).

El residuo del tallado del Agave lechuguilla se le conoce como “guishe”; el cual
puede ser una fuente para la obtencibn de moléculas con capacidad
antimicrobiana, tales como, timol, carvacrol y otros flavonoides. En este proyecto
plantea el aprovechamiento integral del residuo generado del tallado de Agave
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lechuguilla, guishe, para la obtencién de productos de alto valor agregado

mediante el estudio, aislamiento y caracterizacion de los fitoquimicos presentes en
este residuo y su potencial aplicacion para el desarrollo de productos

agroindustriales.

En la actualidad no existen referencias de que se haya trabajado con el residuo
del A. lechuguilla (guishe) en la busqueda de timol y carvacrol, por lo que este

estudio sera la pauta en cuanto a esta investigacion.

Este trabajo de investigacion se realiz6 en conjunto con el Centro de
Investigacion y de Estudios Avanzados del IPN Unidad Saltillo y la Universidad
Autébnoma Agraria Antonio Narro, como parte del proyecto “Obtencion de
fitoquimicos a partir de extractos del residuo del tallado de Agave lechuguilla
Torrey (Guishe) COAH-2010-C15-149496.

1.2 Justificacion

En la actualidad el tallado del Agave lechuguilla genera toneladas de guishe al
afo, el cual no es aprovechado; con estudios y los procesos adecuados se podra
dar un valor a este desecho.

El aprovechamiento de productos de desecho agroindustrial como el guishe
podria reducir principalmente la contaminacion ambiental; aproximadamente el
tallado del Agave lechuguilla deja como residuo el 85% de la hoja (Blando y Baca,
2001); partiendo de esto, solamente en Coahuila se producen cerca de 6,732 Ton
por afio de ixtle, se requirieron aproximadamente 44,879 Ton de hojas de Agave
lechuguilla para obtener la cantidad de ixtle antes mencionada, por diferencia la
cantidad restante son 38,147 Ton de residuo que corresponden a “guishe”, los
cuales estan en cercanias de ejidos, son incinerados, contaminan rios, invaden

ecosistemas, propician plagas, entre otros efectos.
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Si se encuentra un buen uso de este desecho, aparte de reducir

considerablemente la contaminacion de los ejidos de talladores, también puede
representar una fuente de ingreso extra para los productores, al comprarles el
guishe, ya que la mayoria de éstos tienen como ingreso unico la venta de la fibra
del Agave lechuguilla, la cual es pagada a muy bajo costo; un estudio hecho por el
periédico Vanguardia (2011), revel6 que se paga al productor entre $12.00 y 13.00
M.N. por un Kg de fibra, la cual es tratada, tefilda y exportada para su venta a
industrias europeas y estadounidenses llegando a un precio de aproximadamente
$41.00 M.N. por 300-400 g, aumentando aproximadamente un 1000% de costo,
de la aun, materia prima, de los cuales el productor no recibe ninguna

remuneracion, siendo que es él quien realiza practicamente todo el trabajo.

En otros casos dentro de los estados de Coahuila, Nuevo Ledn y San Luis
Potosi, algunos ejidos que no tienen convenio de compra-venta con alguna
institucion intermediaria en la trata de fibra de lechuguilla, intercambian la fibra por
productos de primera necesidad en las tiendas DICONSA (Distribuidora

Conasupo, S.A. de C.V.) que se sittan cerca de sus localidades.

Biorganix Mexicana es una empresa interesada en el estudio vy
aprovechamiento de residuos naturales; en la cual, se han realizado diversos
proyectos sobre el guishe, entre ellos, la obtencién de saponinas. Adicionalmente
al estudio de saponinas, la empresa tiene el interés de conseguir un
aprovechamiento integral del guishe en la obtencion de otros fitoquimicos con

potencial para aplicacion en la agricultura.

En esta investigacion se plantea el aprovechamiento integral del residuo
generado del tallado de Agave lechuguilla, guishe, para la obtencién de productos
de alto valor agregado mediante el estudio, aislamiento y caracterizacion de los
fitoquimicos presentes en este residuo y su potencial aplicaciéon para el desarrollo

de productos de uso agricola.
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1.3 Hipotesis
Por la naturaleza de la planta, es muy probable encontrar moléculas con
capacidad antimicrobiana como el timol y/o carvacrol en el residuo del tallado del

Agave lechuguilla, guishe.

1.4 Objetivo General
Estudiar el potencial antifiangico del residuo del tallado de Agave lechuguilla
Torrey (GUISHE) mediante el aislamiento y caracterizacion de metabolitos

secundarios con actividad biolégica aplicable en la agroindustria.

1.5 Objetivos Especificos

» Caracterizar fisicoquimicamente el guishe de 3 localidades de la region
(Ramos Arizpe, Saltillo y Parras de la Fuente, Coahuila).

> Implementar metodologias para la obtencién de fitoquimicos a partir de
extractos de guishe.

» Evaluar in vitro el potencial antifungic de fitoquimicos obtenidos a partir de

guishe.
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2. REVISION DE LITERATURA

2.1Agave lechuguilla Torrey

La lechuguilla (Agave lechuguilla) es una planta nativa de las zonas aridas y
semiaridas de México y algunas partes del sur de Estados Unidos; es considerada
uno de los recursos forestales no maderables con mayor valor socioecénomico de
las zonas éaridas y semiaridas del noroeste de México. Es utilizada por su fibra
desde hace aproximadamente 8000 afios; en la actualidad el aprovechamiento de
esta especie, representa una de las principales actividades para los pobladores de
esas regiones debido a que su recoleccion proporciona el sustento de 31,000

pobladores y sus familias (Reyes et al., 2000; Narcia et al., 2012).

2.1.1 Morfologia

El Agave lechuguilla es un arbusto rosetéfilo, pequefio y con 11 a 30 hojas en
promedio por planta (Figura 1); mide entre 30 y 40 cm de ancho y de 20 a 70 cm
de alto (Dewey, 1965; Freeman y Reid, 1985; Gentry, 1982; Magallan, 1998;
Rzedowski, 1964; Sheldon, 1980). Sus raices son fibrosas, delgadas y largas, se

distribuyen a una profundidad entre 8 y 12 cm del suelo (Nobel y Quero, 1986).

Figura 1. Agave lechuguilla Torrey.
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Las hojas maduras miden entre 25 y 50 cm de alto y de 2.5 a 6 cm de ancho,

su forma es lanceolada, su color va de verde claro hasta un amarillo verdoso;
presenta de 8 a 20 espinas, estas miden de 2 a 7 mm, son de color castafio o gris
claro, y se separan entre si de 1.5 a 4 cm (Berlanga et al., 1992a, Dewey, 1965;
Gentry, 1982; Sheldon, 1980).

Cuenta con una inflorescencia que recibe nombres como quiote, mequiote,
garrocha o bohordo que puede llegar a medir desde 2.5 hasta los 6 m de alto, con
la superficie glauca (Berlanga et al, 1992a; Dewey, 1965; Flores, 1986; Gentry,
1982; Magallan, 1998; Rzedowski, 1964; Sheldon, 1980).

Las flores tienen pedicelos de 20 a 50 mm y se agrupan en pares o triadas. El
fruto es castafio llegando a negro, capsular, oblongo a piriforme, de 1.5 a 2.5 cm
de longitud por 1.0 a 1.8 cm de ancho, es sésil o con pedicelos muy cortos,
redondeado, con un rostro pequefio en el apice, y glauco. Las semillas por fruto
son numerosas, planas y brillantes, de 4.5 a 6 mm de longitud por 3.5 a 4.5 mm de
ancho, con hilo pequefio y costilludo, y alas alrededor del lado curvo (Berlanga et
al, 1992a; Flores, 1986; Gentry, 1982).

En un punto de vista bioldgico, la lechuguilla es excepcional, ya que es una de
las dos especies de Agave con la distribucién natural mas amplia (Reyes et al.,
2000). Es una planta muy resistente con bajo requerimiento de agua (Greene,
1932).

2.1.2 Reproduccion

El Agave lechuguilla se puede reproducir asexual y sexualmente; como la
mayoria de las especies agavaceas, la lechuguilla muere después de florecer y
fructificar. Para llegar a madurar sexualmente la planta necesita desde 4 hasta 15

afios (Reyes et al., 2000). Si la planta es sometida a un sistema de
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aprovechamiento cuidadoso, la vida de la planta puede prolongarse cinco o seis
afios mas (Sheldon, 1980).

La floracién del Agave lechuguilla ocurre entre los meses de mayo y junio, en
los afios con sequia puede suceder en octubre o noviembre. Cuando las plantas
florecen, tienen aproximadamente 51 hojas (entre 42 y 69) (Freman y Reid, 1985).
En promedio, el escapo floral se desarrolla totalmente en 25 dias, y su mayor
crecimiento lo logra en los primeros diez dias, aproximadamente 20 cm/dia. Las
flores estdn abiertas durante 96 h; las anteras tienen polen disponible 24 h
después de la antesis, y aunque el estigma es receptivo hasta después de las 66
h, la autofertilizacion si es posible (Freeman y Reid, 1985). El volumen del néctar
varia de 50 pl en poblaciones del norte de México a 190 pl alcanzados en algunas
poblaciones del sur (Eguiarte y Silva, 2000). Al final de la etapa reproductiva, son
comunes los individuos con escapos que contienen gran cantidad de semillas
viables. Aunque las semillas carecen de letargo, la germinacion es éptima con
temperaturas de 25 a 35°C; la germinacion se reduce drasticamente con menos
de 10 y mas de 40°C (Freeman, 1973; Freeman et al., 1977).

La lechuguilla se reproduce casi exclusivamente por medio asexual, por
renuevos rizomaticos llamados vastagos, hijatos, retofios o hijuelos. La
reproduccion continua de hijuelos, origina densas y grandes agrupaciones de

plantas (Freeman y Reid, 1985).

2.1.3 Distribucion y habitat

El Agave lechuguilla es uno de los agaves con mayor distribucion geografica,
se presenta en 100,000 km? desde Texas y Nuevo México, hasta Querétaro,
Hidalgo y Guanajuato; la densidad es muy variable, se ha documentado de 4,300
a 56,000 individuos/ha (Nobel, 1998). La distribucion de Agave lechuguilla

corresponde al patrén altiplanicie mexicana y zonas adyacentes (Reyes y Aguirre,
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1999), mientras que para Rzedowski (1978) esta especie estd presente en

altiplanicie y planicie del noreste de México (Figura 2).
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Figura 2. Distribucion potencial de Agave lechuguilla en México;
Fuente: Unidad de Aprovechamiento y Restauracién de Recursos Naturales. Aprovechamiento Forestal No
Maderable SEMARNAT, Delegacion Federal de los Estados

Los suelos en donde se propaga el Agave lechuguilla en general, presentan,
37.3% de arena, 34.5% de arcilla, 28.3% de limo, 4% de materia organica, 3% de
carbono organico, 1.2 ppm de fésforo extraible y 58.6% de carbonatos,

conductividad eléctrica menor de 2 mmhos/cm y pH de 7.7 (Aguirre, 1983).

La densidad de Agave lechuguilla es muy variable; se han documentado de
430 a 56,000 plantas/ha; sin embargo las estimaciones mas frecuentes oscilan
entre 21,000 y 28,333 plantas/ha (Reyes et al., 2000).
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2.1.4 Composicion quimica

El peso fresco promedio de un cogollo es de 356.54 g y contiene 14.6% de
fibra y 83.4% de guishe (el tejido y agua de las hojas) (Orozco et al., 1977). Nobel
(1988) regqistré en el clorénquima: 1.14% de N, 1220 ppm de P, 1.27% de K, 45
ppm de Na, 6.11% de Ca, 0.40% de Mg, 14 ppm de Mn, 7 ppm de Cu, 36 ppm de
Zny 77 ppm de Fe.

Algunos autores aseguran que la lechuguilla es toxica debido a la presencia de
la saponina hepatonefrotoxina (glucésido derivado de un triterpeno tetraciclico, de
27 &tomos de carbono), ésta es termoestable e hidrosoluble, haciendo toxica la

lechuguilla para el ganado (Aguilar y Zolla, 1982; Gentry, 1982).

En el Cuadro 1 se presenta la caracterizacion fisicoquimica reportada por
Hernandez-Soto (2005), estos analisis se realizaron haciendo una diferencia entre
las hojas internas (las mas cercanas al cogollo) y las hojas externas de A.
lechuguilla.

Cuadro 1. Composicion fisicoquimica de Agave lechuguilla Torrey (Hernandez-Soto, 2005).

- Concentracion (% vol)
Determinacion

Hojas internas Hojas externas
Humedad 73.99 69.55
Grasas <0.1 <0.1
Cenizas 2.34 3.25
Fibra cruda 7.78 10.72
Carbohidratos 15.89 16.48
Proteinas <0.1 <0.1

De lov Cerda Sudres, 2012
11



“Caracterizacidwy aprovechamiento-del residuo-del tallado-de Agave
lechuguilla Torrey (guishe)”

2.1.5 Aprovechamiento

El aprovechamiento del Agave lechuguilla Torrey principalmente consiste en el
tallado de las hojas para la obtencién de fibra que se utiliza para la elaboracién de
una gran cantidad de productos como morrales, costales, lazos, estropajos,
sombreros, bolsos y otros mas (Figura 3); algunos otros usos que se le da a esta
planta son como infusiones para lavar heridas, las flores son comestibles, las
inflorescencias se utilizan para alimentar chivos y borregos o ya seco para la

construccion, lavar trastes y ropa o como simple lefia (Gomez et al., 2010).

Figura 3. Productos elaborados con ixtle de lechuguilla (Fuente: Kalan Kaash, 2009).

En México hay referencia que 7 estados aprovechan el Agave lechuguilla
Torrey para la produccién de fibra o “ixtle”, los cuales son Nuevo Ledn, San Luis
Potosi, Coahuila, Tamaulipas, Zacatecas, Durango e Hidalgo (Figura 4). Coahuila
tiene un permiso otorgado por parte de la SEMARNAT para poder producir 6732
Ton de Ixtle de lechuguilla por afio (SEMARNAT, 2008).
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Figura 4. Volumen de aprovechamiento de los estados productores de Agave lechuguilla en México (Fuente:
SEMARNAT, 2008).

Existen 3 empresas en el semidesierto del norte de México, las cuales
recolectan la fibra para su exportacion; la oferta legal de fibra que oferta a las 3
empresas es de 25 mil toneladas anuales por parte de los 7 estados (SEMARNAT,
2008).

En el estado de Coahuila el aprovechamiento del Agave lechuguilla se
encuentra limitado al tallado y comercializacion del ixtle en grefia debido a la falta
de oportunidad para dar valor agregado a la fibra de lechuguilla en los municipios
ixtleros (Figura 5); actualmente el mayor beneficio que se le da a la fibra de Agave
lechuguilla es por parte de empresas como Fibras Saltillo S.A. de C.V., la cual
comercializa la fibra de Agave lechuguilla en forma de CARE en distintos tamafios,
colores y presentaciones, este Ultimo producto es el que se distribuye a los

mercados internacionales (Kalan Kaash, 2009).
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Figura 5. Ixtle en grefia en el Ejido Tortuga, Ramos Arizpe, Coahuila.

Por otro lado, el principal esquema de comercializacién de fibra de lechuguilla
gue se ha mantenido por muchos afios en Coahuila, es por medio del trueque en
donde el tallador cambia su fibra por productos de la canasta basica y mercancia
de abarrotes, mediante la participacion de las tiendas DICONSA, como principal
agente de la comercializacion en la region. Una vez que DICONSA tiene suficiente
volumen de fibra de lechuguilla en grefia, en sus almacenes, la empresa a la que
es vendida la fibra recoge el producto en dichos almacenes. Sin embargo, durante
el proceso de acopio por parte de DICONSA se consideran perdidas del 2%
principalmente por perdida de humedad en la fibra, 1% en la tienda y el otro 1% se

pierde en el almacén (Kalan Kaash, 2009).

2.2 Guishe

La pulpa residual del tallado del tallado del Agave lechuguilla Torrey se
denomina guishe, y representa aproximadamente el 83.4% de su volumen (tejido y
agua de las hojas) (Orozco et al., 1977). Sobre las propiedades del guishe, o sus
aplicaciones industriales ha habido pocos estudios. El guishe tiene caracteristicas
fisicas y quimicas favorables, como su poder abrasivo, pero hasta ahora ha sido

poco aprovechado, pues el guishe podria tener otros usos como la elaboracion de
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laminas, maderas aglomeradas, cartén, papel filtro y en la obtencién de esteroides

(Berlanga et al., 1992a). Del tallo y del guishe se obtienen saponinas para fabricar
en forma industrial jabones y champus (Flores y Perales, 1989; Zapién, 1981),
también se ha utilizado en algunos casos como mejorador de suelo, esparcido en
parcelas agricolas. Sin embargo, la mayor parte de este subproducto no es
utilizado y se acumula en grandes cantidades (Figura 6), por lo que es un factor
de contaminacién y de riesgo en las localidades en donde se realiza esta
actividad, ya que en algunas de ellas lo destruyen mediante incineracion, con la
consecuente contaminacion ambiental, ya que en la época de mayor sequia, el
ganado menor lo consume provocandole intoxicacion y en algunos casos la

muerte.

Figura 6. Monticulos de guishe seco en el Ejido Porvenir, Parras de la Fuente, Coahuila.

En el Cuadro 2 se presenta los registros actuales del VIII Censo Agropecuario
2007 de las localidades y numero de recolectores-talladores de los cuatro
municipios de la region sureste de Coahuila que presentan la actividad de tallado
de lechuguilla, siendo Parras de la Fuente la principal localidad talladora con el
46.6% de la produccion, seguido de General Cepeda, Ramos Arizpe y Saltillo con

21.3, 20.2 y 11.9, respectivamente.
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Cuadro 2. Numero de localidades y recolectores-talladores por Municipio en Coahuila (VIII Censo

Agropecuario 2007).

Volumen de
Municipio Localidades % Productores % Produccion %
(Kg)
General 12 16.7 207 19.3 363,648 21.3
Cepeda
46.6
Parras de la 20 27.8 458 42.7 797,616
Fuente
. 22 30.6 252 23.5 346,128 20.2
Ramos Arizpe
. 11.9
Saltillo 18 25.0 156 14.5 202,896
Total Regién 72 100.0 1,073 100 1,710,288 100

Gregorio-Jauregui et al. (2008) reportaron la presencia de sustancias
bioactivas en la pulpa de Agave lechuguilla, tales como timol, carvacrol, xilitol,
vitamina C y saponinas. Investigaciones recientes, como la de Garcia-Contreras
(2010) confirmaron que el guishe puede ser considerado como fuente alternativa
de saponinas. No obstante, no existen estudios relacionados con la obtencion de
otros fitoquimicos derivados del guishe, de ahi su potencial para la obtencion de
sustancias bioactivas, mismas que no han sido suficientemente reportadas ni

estudiadas en esta fuente alternativa.

2.3 Fitoquimicos

Una gran cantidad de productos derivados de plantas han mostrado efecto
antimicrobiano. Ciertamente, las plantas poseen un enorme Yy desconocido
reservorio de sustancias derivado de sus actividades metabdlicas enfocado a sus
sistemas de defensa en contra de microorganismos, insectos y herbivoros. Se han
identificado algunas sustancias simples como fenoles, derivados de los fenoles
(quinonas, flavonas, flavonoides, flavonoles, taninos y cumarinas), terpenoides,

aceites esenciales, alcaloides, pectinas y polipéptidos en extractos de plantas
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completas (Thuille, 2003). Estos metabolitos han sido extraidos con agua u otros

solventes, dependiendo de su polaridad y caracteristicas fisicas (Bautista et al.,
2003). La enorme diversidad de metabolitos secundarios y propiedades biologicas
presentes en plantas, aun contindan siendo sujeto de estudio. El limitado
conocimiento que actualmente existe acerca de extractos de plantas, es un punto

interesante para iniciar estudios con plantas de casi cualquier tipo.

Los metabolitos secundarios producidos por plantas para defenderse de
patdégenos externos (bacterias, hongos, insectos, entre otros) pueden ser aislados
y utilizados en la industria agroquimica para el control de enfermedades en
cultivos. Un ejemplo de agentes antimicrobianos naturales es el carvacrol, el cual
ha sido reportado en el aceite esencial de orégano (60-74%, v/v carvacrol) y el
tomillo (45%, v/v carvacrol) (Ultee et al., 2000). El tomillo también contiene una
cantidad importante de timol (38%) (Ultee et al., 1999), el cual es de igual forma,
un antimicrobiano quimico. Estos aceites derivados de plantas son generalmente

reconocidos como seguros (GRAS).

Por otro lado, Parmar et al. (1991) reportan la obtencion de una flavona, la
agamona, en Agave americana. Esta agamanona, un tipo de flavonoide, podria
presentar propiedades antimicrobianas, pero no ha sido estudiada. En otros
trabajos de investigacion, se han estudiado algunas propiedades antibacterianas,
fungicidas y antivirales de los flavonoides (Sosa Lopez et al., 2000; Machado et
al.,, 2004), observandose que estos compuestos en sinergia con el acido
nicotinico, caféico, ferdlico y ascorbico actian como barrera quimica contra los

microorganismos.

Dado que el guishe corresponde al 83.4% del Agave lechuguilla (Orozco et al.,
1977) y por tanto, puede contener una cantidad interesante de fitomoléculas, por
lo cual, este residuo puede considerarse como una fuente alternativa para la
obtencion de moléculas con actividad biolégica (ej. actividad antimicrobiana), tales
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como, timol, carvacrol y otros flavonoides. Por lo anterior, en este proyecto se

plantea la obtencion, caracterizacion e identificacion de fitomoléculas presentes en
el guishe, representando un area de oportunidad para el aprovechamiento integral
del Agave lechuguilla Torrey para la obtencion de productos de alto valor

agregado y su potencial aplicacion para el desarrollo de productos de uso agricola.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1Recoleccion de materia prima

Se realiz6 la recoleccion del deshecho de la produccion de ixtle (guishe fresco)
en un dia normal de tallado en tres localidades del sureste del Estado de Coahuila
con mayor produccién de ixtle. Los puntos de muestreo fueron los siguientes: Ejido
Tortuga, municipio de Ramos Arizpe (Latitud: 25.8333, Longitud: -101.267); Ejido
Buiiuelos, municipio de Saltillo (Latitud: 25.05, Longitud: -101.183); y Ejido El
Porvenir municipio de Parras de la Fuente (Latitud 25.5497, Longitud 101.7204). El
material fue trasladado a las instalaciones de la empresa Biorganix Mexicana S.A
de C.V en bolsas de plastico selladas (Figura 7). Los muestreos se realizaron en el
mes de Marzo de 2011.

Figura 7. Guishe recolectado del Ejido Porvenir del municipio de Parras de la Fuente.

3.2 Pre-tratamiento de la materia prima

Para la obtencién del extracto liquido (jugo de guishe) se realiz6 un prensado
mecanico empleando una prensa de acero inoxidable de 200 L de capacidad

(Figura 8). El extracto liquido resultante fue llevado a calentamiento a 94°C por 15
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min para la inactivacion enzimatica. Posteriormente, se envaso en recipientes de 1

L y se almacendé a congelacion a -20°C hasta su utilizacibn y a 4°C en
refrigeracion mientras se le realizaron las pruebas correspondientes.

Figura 8. Prensado de guishe en prensa de acero inoxidable de 200 L.

Cabe sefialar, que del procesamiento del Agave lechuguilla para la obtencién
de ixtle resulta en un 83.4% de guishe (Orozco et al., 1977). Como parte de los
objetivos del presente trabajo se estudid las caracteristicas de la fibra resultante
de la extrusion del guishe, separando una parte jugosa y una fibra, denominadas

para fines del estudio como fibra y extracto, respectivamente.

Para la obtencion de la fibra se tomaron 2 Kg del resultante del prensado y se
pusieron a secar al sol durante 24 horas, posteriormente se trituraron en molino
(Pulvex). Para obtener un tamafio de particula uniforme se us6 un tamizado (60-
20), particula fuera de este margen fue desechada; la fibra pulverizada fue
almacenada en bolsas selladas y en lugar seco y fresco para evitar alguna

contaminacion que pudiera alterar los resultados de los analisis.
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3.2.1 Densidad del extracto

El extracto liquido obtenido de la extraccién se peso en bascula (Torrey) y se
midié su volumen con una probeta al ser envasado; la densidad del extracto de

cada localidad se calcul6 mediante la siguiente formula:

Kg m
P(T)—;

3.3Caracterizacion fisicoquimica del extracto y fi  bra de guishe

La caracterizacion fisicoguimica se realiz0 a los extractos y fibras de guishe,
para lo cual se realiz6 un estudio comparativo entre la variabilidad relacionada con
el sitio de muestreo. Para este objetivo, se determind el contenido de proteinas,
cenizas y humedad utilizando los métodos recomendados por la AOAC (1996)
(2.057, 31.013 y 966.02, respectivamente). El extracto etéreo se determino
siguiendo el método Soxhlet 920.39 de la AOAC (1996). La cuantificacion de
azucares totales se realizé por el método de Fenol-Sulfurico (Dubois et al., 1956).
Todos los andlisis se realizaron por triplicado. El extracto de guishe se sometié a
secado a una temperatura de 70°C hasta su reduccion a polvo. Las metodologias

utilizadas se describen a continuacion:

3.3.1 Materia seca total (MST)

Se secaron los crisoles en la estufa durante 1 h a 120°C y se tomo su peso al
guedar seco. Se agregaron 0.5 g de guishe (extracto o fibra) y se colocé en la
estufa por 1 h a 120°C. Se peso y se hizo el célculo siguiente:

. (peso de crisol con muestra - peso de crisol solo)
Materia Seca (%) = x 100
g de muestra
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3.3.2 Cenizas

La muestra obtenida como materia seca total se preincineré a 120°C en una
campana extractora. Los crisoles se colocaron en la mufla (Felisa) entre 2 y 3
horas a una temperatura de 550°C. Se dejaron enfriar en un desecador por 15 a
20 min; posteriormente, se registro el peso del crisol con cenizas. Se realizaron

los calculos necesarios para obtener cenizas:

Cenizas (%) = (peso de crisol con cenizas - peso de crisol solo) 100
A ) = g de muestra X

3.3.3 Proteinas

Para la digestion: se pes0 1 g de muestra sobre papel filtro. Se pas6 a un
matraz Kjeldhal de 800 mL con 4 perlas de vidrio (para mantener en ebullicion
constante). Se agreg6 una cucharada de mezcla reactiva de selenio. Se adicion6
30 mL de acido sulfarico concentrado y se conectd al aparato Kjeldhal en la

seccion de digestion.

Para la destilacion: Se diluyé con 300 mL de agua destilada el resultado de la
digestion, al enfriarse la muestra se agregaron 50 mL de acido bérico al 4% (v/v) y
6 gotas de indicador mixto (rojo de metilo y verde de bromocresol) en un matraz
Erlemeyer de 500 mL. Se agregaron al matraz Kjeldhal 110 mL de NaOH al 45%
(p/v) y seis granallas de zinc, después se conectd a la parte destiladora del
Kjeldhal. Se recibieron 250 mL de destilado.

Para la titulacion: Se llevo a cabo con &cido sulfarico 0.098 N hasta que viré de
color azul a rojo. Para determinar el contenido de proteina se realizé el siguiente
calculo:

{(mL gastados en muestra — mL de blanco)(N del acido)(0.014)}
X

100
g de muestra

%N =

%P= %Nx6.38
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3.3.4 Humedad

Se calcul6 con el 100% de la muestra total menos el porcentaje de materia
seca total.
Humedad (%) = 100 — % MST

3.3.5 Extracto etéreo

Se pesaron 5 g de muestra de fibra y extracto sobre papel filtro y se
depositaron en un cartucho poroso de celulosa, se cubrié con algodén y se puso
en un sifon. Se tomd un matraz redondo fondo plano, boca esmerilada de la estufa
(a peso constante), se enfrid por 15-20 minutos y se peso. Al matraz redondo se le
adicion6é hexano hasta la mitad del matraz aproximadamente. Se acoplo al
refrigerante del dispositivo Soxhlet. Se extrajo por un periodo de 4 horas, se conto
el tiempo a partir de que empezo la ebullicion. Al finalizar la extraccion se evaporo
el solvente en rotavapor (Yamato). Se puso a peso constante nuevamente el
matraz bola fondo plano en la estufa a 100-103° C por un espacio de 12 horas.

Transcurrido el tiempo, se saco, se enfrio y peso. Se realiz6 el siguiente célculo:

(peso matraz con grasa — peso matraz solo)

Grasa total (%) = 2 de muestra x 100

3.3.6 Carbohidratos

Se calculo restando todos los porcentajes de las demas pruebas fisicoquimicas
(porcentaje de proteina, humedad, extracto etéreo, cenizas y fibra cruda) al 100%

y eso correspondio a los carbohidratos.
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3.3.7 Fibra cruda

Se pesaron 2 g de muestra, previamente desengrasada. Se coloco la muestra
en un vaso de Berzelius. Se agregaron 100 mL de solucion de acido sulfarico
0.225 N. Se conecto al aparato de reflujo por un periodo de 30 minutos contados a
partir de punto de ebullicion, al hervir se mantuvo en ebulliciébn suave. Transcurrido
el tiempo se saco y filtré a traveés de una tela de lino y se lavaron con 3 porciones
de 100 mL de agua destilada a una temperatura de 70-75 °C. Se pasoé la fibra
(residuo que quedo en la tela de lino) al vaso de Berzelius con 100 mL de solucion
de hidréxido de sodio 0.313 N y se conect6 al aparato de reflujo por 30 minutos.
Transcurrido el tiempo se sacé y filtro a través de lino y se lavé con 3 porciones de
agua destilada caliente. Se escurrié el exceso de agua presionando la tela de lino.
Se saco la tela de lino del embudo, extendida y se retiro la fibra con una espatula
para depositarla en un crisol de porcelana, previamente identificado. Se llevo a
peso constante en la estufa a 100 - 103° C, por 12 horas. Transcurrido el tiempo,
se sacO de la estufa, se enfrid y pesé. Se preincinerd la muestra en parrillas y se
coloco en la mufla a 600° C por 3 horas. Al finalizar se peso; se realizaron los

siguientes calculos:

) (Pérdida de peso en la incineracion - pérdida de peso del blanc de fibra ceramica)
% Fibra cruda = x 100
g de muestra

3.4. Aislamiento de fitoquimicos a partir de guishe

3.4.1. Extraccién metandlica

Para la obtencién de fitoquimicos de extractos y fibra de guishe de las 3
localidades, se realizaron extracciones liquido-solido utilizando tres métodos: 1)
extraccion por reflujo directo, 2) extraccion asistida por microondas y 3) extraccion
asistida por ultrasonido; los cuales se describen a continuacion:
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3.4.1.1 Extraccion de reflujo directo

Para la extraccion por Soxhlet fue necesario primero llevar las muestras a
sequedad. La fibra ya contenia la humedad adecuada, el extracto de guishe se
sometié a una temperatura de 65°C durante 24 horas para la eliminacion de
humedad. Una vez seca la muestra (humedad menor al 10%), se colocaron
aproximadamente 20 g de muestra (extracto o fibra de guishe) en el Soxhlet con
400 mL de metanol (Fermont) (relacién 1:20) y se procedi6 a realizar la extraccién
con reflujo a 65°C con agitacién continua por 7 h. Los extractos obtenidos se
concentraron en rotavapor (Yamato) hasta la eliminacion del solvente y se

almacenaron hasta su analisis por HPLC (Figura 9).

Figura 9. Concentracién de extractos de guishe (extracto y fibra) en rotavapor.

3.4.1.2 Extraccion asistida por Microondas

Se coloco la muestra seca y se distribuyd homogéneamente en un vidrio de
reloj de 10 cm de didmetro. Se introdujo la muestra en un horno de microondas
convencional y se irradié durante 1 min a potencia media. La cantidad de muestra
a irradiar debi6 ser tal que se obtuvo una capa de aproximadamente 1 cm de
espesor. Después de la irradiacion, la muestra se suspendié en metanol (Fermont)
en un matraz Erlenmeyer con agitacién constante (600 rpm) por 4 horas a
temperatura ambiente. La relacion muestra irradiada/solvente fue de 1:20. Con
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fines de comparacion, otro lote de muestra se suspendid en agua en un matraz

Erlenmeyer con agitacion constante (600 rpm) por 4 horas a temperatura
ambiente. Una vez concluida la extraccion se procedio a la concentracion del
extracto por evaporacion con rotavapor (Yamato). Los extractos asi obtenidos se

almacenaron en refrigeracion hasta su analisis por HPLC.

3.4.1.3 Extraccion asistida por Ultrasonido

Se colocé la muestra seca (extracto o fibra de guishe) en un matraz
Erlenmeyer junto con el metanol (Fermont) en una relacién 1:30, el matraz se
coloc6 en un bafio con ultrasonido durante un periodo de 30 minutos.
Posteriormente, el matraz se saco del bafio y se sometié a agitacion por 3.5 h a
400 rpm a temperatura ambiente. Una vez que concluyé la extraccion se procedid
a la concentracion del extracto mediante evaporacion rotatoria. Los extractos asi
obtenidos se almacenaron en refrigeracion a 4°C en frascos ambar hasta su

analisis por HPLC.

Los métodos de extraccion fueron aplicados tanto a los extractos como a la
fibra del guishe de las 3 diferentes localidades. Las metodologias de extraccion se
dirigieron hacia la extracciéon de timol / carvacrol, principalmente; utilizando el

metanol (Fermont) como solvente para la extraccion.

Los extractos obtenidos por cada método, fueron filtrados con vacio y
concentrados en Rotavapor (Yamato) a 65°C. Los extractos fueron secados en
charolas a 65°C en estufa (Felisa) y se redujo su tamafio de particula utilizando
mortero. Posteriormente, se almacenaron en frascos ambar a 4°C hasta su

utilizacion.

A las muestras resultantes de la Primera prueba se les determiné actividad

biolégica a través de una prueba de antagonismo, que se describe a continuacion:
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Prueba de antagonismo: Se prepar6 medio de cultivo agar papa dextrosa

(Bioxon) en matraz Erlenmeyer de 500 mL siguiendo las instrucciones del
fabricante, se esterilizdé a 121°C por 15 min. El medio de cultivo fue enfriado hasta
alrededor de 40°C y se agregaron cada uno de los extractos metandlicos de
guishe obtenidos por cada uno de los métodos (reflujo directo, microondas y
ultrasonido) en concentraciones de 0.5, 1.0 y 2.0 % (p/v), se mezclo para disolver
cada extracto. Posteriormente, el medio envenenado se vaci0 en cajas petri
estériles, se dejo solidificar. En el centro de cada caja petri se coloco un explante
de cada uno de los siguientes hongos fitopatdogenos: Fusarium oxysporum f.sp.
lycopersici raza 3, Alternaria sp. y Pythium sp, en concentraciones de 0.5, 1.0 y
2.0 % (p/v). Las cajas fueron selladas y se incubaron a 27°C hasta que los testigos
de referencia invadieron la caja (7-15 dias aproximadamente). Para la prueba se
utilizaron tres testigos de referencia para su comparaciéon (sin tratamiento) y un

control positivo (carvacrol al 0.25 %, Sigma). La prueba se realiz6 por triplicado.

3.4.2. Extraccidon secuencial

Se corri6 una segunda prueba de extraccion, denominada extraccion
secuencial, utilizando el método de reflujo directo. Para lo cual, se tomaron 5 g de
cada extracto (obtenidos a partir de extraccion con reflujo, microondas y
ultrasonido) y se agreg6 100 mL de metanol (Fermont) (1:20 p/v); las extracciones
se realizaron durante 2 h con agitacién constante de 400 rpm a una temperatura
de 65°C.

Los extractos obtenidos fueron filtrados con vacio y concentrados en
Rotavapor (Yamato) a 65°C hasta la obtencion de los aceites; éstos fueron

almacenados en frascos ambar a 4°C hasta su utilizacion.

Los extractos resultantes de la segunda prueba fueron por HPLC.
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3.4.3. Extracciéon hexanica

Se aplicé una tercera prueba de extraccion por reflujo directo utilizando hexano
(Fermont) como solvente. Se colocaron en un matraz Erlenmeyer 5 g de muestra
(extracto o fibra de guishe) y se agregaron 200 mL de hexano (Fermont) (1:20
p/v), se sometio a extraccion a una temperatura de 65°C durante 3.5 h a 400 rpm;
el resultante se filtré por vacio con filtro Whatman No. 41, el filtrado se centrifugo
en centrifuga (Zeigen) a 4000 rpm durante 5 min y se concentré6 en Rotavapor
(Yamato) a 55°C hasta la obtencion del aceite. Los extractos fueron almacenados

en refrigeracion a 4°C en frascos ambar hasta su analisis por HPLC.

3.5. Deteccion de fitoquimicos por cromatografia li  quida de alta
resolucion (HPLC)

Los extractos obtenidos mediante extraccion metandlica, extraccion secuencial
y extraccion hexanica de las 3 localidades (fibra y extracto), fueron analizados por
HPLC en busca de la deteccion de analitos polifendlicos, especificamente timol y

carvacrol.

Se empleo un cromatoégrafo de liquidos de alta resolucion Agilent Technologies
1200 series en las instalaciones del CINVESTAV-Unidad Saltillo, equipado con
una columna Zorbax SB-C18 4.6x250 mm, volumen de inyeccion de 10 pL. La
fase movil utilizada fue Metanol / Agua (60/40% v/v), ambos grado HPLC. La
deteccion se realizo a 274 nm.

Los extractos obtenidos fueron diluidos previo a su inyeccion en HPLC en
metanol (Fermont) a una concentracion de 100 ppm (p/v). Se prepararon
soluciones estandar de timol (Sigma) a concentraciones de 12.5, 25, 50 y 100 ppm

(p/v) y de carvacrol (Sigma) a concentraciones de 12.5, 25, 50 y 100 ppm (v/v).
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Antes de analizar los extractos y soluciones estandar por HPLC, fue necesario

filtrarlos utilizando filtros de membrana para jeringa (Whatman) con un tamafo de

poro de 0.45 um.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1Rendimientos de materia prima

La primera parte de este trabajo involucrd la recoleccion del guishe fresco
resultado del tallado del dia en las 3 diferentes localidades; se procedié a la
separacion del extracto (jugo) y fibra de guishe. El Cuadro 3 muestra la relacion de

rendimientos de las extracciones y moliendas de los 3 muestreos de guishe.

Cuadro 3. Comparacion de rendimientos de extracto y fibra obtenidos del guishe.

. Rendimiento Rendimiento
ez b Extracto (%) Fibra (%)
P_e_1rras de I_a Fuente, 28.13 27 86
Ejido Porvenir
Ramos Arizpe, Ejido 33.46 32.61
Tortuga
25.16 43.65

Saltillo, Ejido Bufiuelos

El menor rendimiento de extracto fue del Ejido Bufiuelos en Saltillo en
comparacion con los muestreos de las otras 2 localidades; este resultado se
relaciond con las caracteristicas fisicas de la muestra. El guishe del Ejido
Bufiuelos fue mas seco, ya que fue la Unica muestra recolectada horas después
de su tallado, por lo que se presenté pérdida de agua por transpiracién de la
materia organica.

Por otro lado, este comportamiento también se relacion6 al déficit de lluvia en
la temporada de muestreo (Marzo), informacion que fue proporcionada por los
talladores del Ejido Bufiuelos (Saltillo) al momento del muestreo. La muestra
presentd una densidad alta, dado la relacion solido-liquido.
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Respecto al rendimiento de la fibra existen varios factores que pueden afectar
la cantidad de produccion de la misma. Se obtuvieron diferentes porcentajes de
fibra para cada region (Cuadro 3), y esta variabilidad se relaciond principalmente,
al procesamiento de la muestra, a los diferentes niveles de humedad con los que
se obtuvo el guishe, las diferentes presiones aplicadas en la prensa, el cambio de
temperaturas de sequedad (las 3 muestras fueron secadas en diferentes dias) y

merma durante la molienda.

Las densidades de los extractos de guishe variaron ligeramente segun la zona
de muestreo (Cuadro 4). El extracto del Ejido Porvenir presentd mayor densidad
(1.52 Kg/L), y esto también coincidioé con las caracteristicas fisicas de la muestra,
siendo mas viscosa por la mayor cantidad de sélidos presentes, lo cual se
discutird posteriormente. Ademas, el extracto del Ejido Porvenir presenté una
pigmentacion café notablemente més intensa en comparacion con las muestras de

Saltillo y Ramos Arizpe.

Cuadro 4. Densidades del extracto de guishe de las diferentes localidades.

Localidad Densidad (kg/L)
Parras de la Fuente,
Ejido Porvenir 1.52
Ramos Arizpe, 1.47
Ejido Tortuga
Saltillo, 1.30

Ejido Buiiuelos

Durante los muestreos realizados se pudieron observar diferencias fisicas en
las hojas, tanto en color, tamafio e hidratacion de la hoja. Las muestras tomadas
del Ejido Tortuga en Ramos Arizpe, fueron hojas visiblemente mas secas y

pequefias respecto a las otras dos localidades (Figura 10), debido que en la
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temporada del muestreo (marzo) el municipio estaba pasando por una sequia que

ya llevaba varios meses (Martinez, 2011).

Figura 10. Hojas recolectadas para tallado del Ejido Tortuga en Ramos Arizpe, Coahuila.

4.2 Caracterizacion fisicoquimica del extracto y fi  bra de guishe

En el Cuadro 5 se presenta la caracterizacion fisicoquimica de los extractos de
guishe, donde el %H se encontré en el rango de 74-78 %; estos resultados se
asemejan a los reportados por Hernandez-Soto (2005) para hojas internas y
externas de A. lechuguilla (70-73 % H).

Cuadro 5. Comparacion de andlisis fisicoquimico realizado a extractos de guishe de 3 localidades

MST (%) 21.58 24.18 26.23
Humedad (%) 78.42 75.82 73.77
Cenizas (%) 3.93 3.05 6.25
Fibra cruda (%) 1.64 £0.20 2.00 £0.40 1.95+0.24
Extracto etéreo (%) 0.505 0.518 0.295
AzUcares totales (%) 24.88 15.83 9.52
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Existen reportes de que el grosor de las hojas de Agave, se relaciona

directamente con el contenido de agua (Vendramini et al., 2002); asi, cuanto mas
gruesas sean las hojas tienen mayor capacidad de almacenamiento de agua, esto
explica la adaptacion del A. lechuguilla a ambientes secos de esta region. Esta
informacion concuerda con los resultados obtenidos, ya que las muestras del Ejido
Porvenir presentaron mayor contenido de humedad (78.42 %H), puesto que las
hojas eran mas grandes y gruesas que las de los otros dos ejidos (datos no

mostrados).

Por otro lado, el contenido de cenizas en el extracto guishe de Saltillo fue lo
doble al detectado en las muestras de Parras de la Fuente y Ramos Arizpe (6.25,
3.93 y 3.05%, respectivamente); lo cual, es un indicativo de que la concentracién
de sales en la planta de A. lechuguilla varia dependiendo de la zona de muestreo
(Cuadro 5). Estas sales corresponden principalmente a oxalato de calcio, ya que
se ha reportado que su concentracion en la lechuguilla es muy alto y puede
encontrarse en promedio 0.85 mg/g de fibra seca (Hernandez-Soto, 2005). La
presencia de &cido oxdalico y sus sales, es de suma importancia en el
aprovechamiento del A. lechuguilla, ya que es muy toéxico para el ganado al

producir hipocalcemia aguda (Ishii, 1992; Salinas, 2000).

En general, la variabilidad en el contenido de humedad y solidos en cada
extracto de guishe (Cuadros 5), se relaciona, principalmente, a las diferentes
condiciones climéticas de las distintas localidades, dado que el déficit de humedad
y temperaturas variables promueven cambios en la distribucion de biomasa de la
planta, aumentando el sistema radical y disminuyendo la parte aérea (Erice et al.,
2010; Atchen et al., 2010). El sistema radical crece para aumentar la obtencion de
agua, mientras que se disminuye la parte aérea para evitar la pérdida por
transpiracion, esto es evidencia de la resistencia del A. lechuguilla al déficit de
humedad (Taiz y Zeiger, 2006; Wu et al., 2008).
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En el Cuadro 6 se presenta el historial meteorolégico en el mes de muestreo;

en las 3 localidades hubo ausencia de precipitacion y las temperaturas fueron
extremas. Esto explica la diferencia de densidades de los tres municipios (Cuadro
4), las diferentes cuestiones climéticas Yy los tipos de estrés a los que estuvieron
sometidas las plantas por los climas extremos (Cuadro 6), nos da como resultado

cierta variacion entre las distintas localidades.

Cuadro 6. Historial meteorolégico del mes de marzo de 2011.

Localidad
Parras de la Ramos _ >
. : > Saltillo, Ejido
T (°C) Fuente, Ejido Arizpe, Ejido
: Buiiuelos
Porvenir Tortuga
Minima 0 13 0
Maxima 31 27 31

Precipitacion - - -

Fuente: www.accuweather.com/es/mx

Existen diferencias fisicoquimicas entre la hoja completa del A. lechuguilla
(Herndndez-Soto, 2005) y las 2 fracciones de guishe. Sin embargo, la
caracterizacion realizada por Hernandez-Soto (2005) solamente es un punto de
referencia, ya que en su estudio se realizaron los andlisis fisicoquimicos a las
hojas (internas y externas) completas del A. lechuguilla. Ademas, estas diferencias
se pueden deber a los distintos procesos a los que se sometieron las muestras
antes de realizar los analisis fisicoquimicos. Primero, la separacion del tallado de
la hoja para la obtencion del ixtle; segundo, al prensado para la obtencion del
extracto y fibra de guishe. Por dltimo, a la aplicacion de calor para la inactivacion
enzimatica y, es necesario tomar en cuenta las condiciones climaticas y
geogréficas en las que se realizaron los muestreos para los analisis

fisicoquimicos.
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Se observé un mayor contenido de azlUcares en la muestra proveniente del

Ejido Porvenir en Parras de la Fuente, y esto se relacioné con el %H, ya que esta
misma muestra presentdo el mayor contenido de agua, siendo los azlcares
altamente solubles. Esta afirmacion concuerda con los resultados generados para
las muestras de Ramos Arizpe y Saltillo, las cuales presentaron contenido de
azucares de 15.83 y 9.52 %, y contenido de humedad de 75.82 y 73.77 %,
respectivamente. En general, el alto contenido de azlcares presentes en los
extractos de guishe es indicativo del potencial de este material para la obtencion
de polisacaridos u oligosacaridos con posible aplicacion en la industria
agroalimentaria. Si se obtienen los azlcares de este “residuo”, se pueden utilizar
para la produccién de aditivos alimentarios como son los jarabes de fructosa o la
inulina, asi como la utilizacion de los jarabes de fructosa como mostos
fermentables para la produccion de aditivos alimentarios como el acido lactico,
entre otros. Sin embargo, para la posible aplicacién de componentes del guishe en
la industria alimentaria, se requieren llevar a cabo tratamientos adicionales para la
eliminacion de sustancias toxicas como el acido oxalico y saponinas hepatotéxicas
(Ishii, 1992; Salinas, 2000; Wina et al., 2005), asi como dirigir estudios especificos

para evaluar dicho potencial.

En el caso de la fibra de guishe (Cuadro 7), destaca el contenido de fibra
cruda; siendo mayor en la muestra del Ejido Bufiuelos de Saltillo (45.58 %),
seguida del Ejido Tortuga en Ramos Arizpe (43.57 %) y Ejido Porvenir en Parras
de la Fuente (36.70 %). Este material pudiera tener aplicaciones dirigidas a la
obtencion de azucares previa hidrélisis acida, tales como lignina, glucanos y
fructanos. Sin embargo, el alto contenido de minerales en todas las fibras de
guishe representa un tratamiento adicional para eliminar dichas sales para su
posible aplicacion; estas sales corresponden principalmente a oxalato de calcio
(Hernadndez-Soto, 2005).
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Cuadro 7. Comparacion de analisis fisicoquimico realizado a las fibras de guishe de 3 localidades.

Localidad
Parametro FEMESERIE s Arizpe, Saltillo,
.. suente, : Ejido Tortuga Ejido Bufiuelos
Ejido Porvenir

MST (%) 97.17 99.47 97.88
Humedad (%) 2.82 0.52 2.01
Cenizas (%) 10.77 14.29 9.89
Fibra cruda (%) 36.7 £0.79 43.57 +£1.72 45.58 +1.92
Extracto etéreo (%) 0.75 0.15 0.85
Azlcares totales (%) 0.153 0.163 0.178

El porcentaje de extracto etéreo presente en las muestras en general fue bajo

tanto en los extractos (< 0.5 %) como en fibra de guishe (< 0.85 %).

En literatura se han reportado caracterizaciones de otros materiales fibrosos
como el henequén, el cual produce una fibra obtenida a partir la hoja del Agave
mexicano, Agave fourcroyoides Lemaire, principalmente cultivada en Yucatan
(México); se ha reportado que contiene celulosa 77.6%, humedad 4.6%, ceniza
1.1%, lignina y pectina 3.1% y estratos 3.6% (Himmelfarb, 1957). También el sisal,
una fibra obtenida a partir de Agave sisalana, cuya composicion quimica promedio
reportada (en seco) corresponde es de celulosa 78% en peso; carbohidratos,
hemicelulosas y pectinas 10%; lignina 8%, ceras y resinas 2%; cenizas y pérdidas
2%, el contenido normal de humedad después del secado es de 10-12% (Paucar-
Hernandez, 2009). Ambos materiales producen fibras altamente resistentes que se
utilizan en la elaboracion de diversos productos (mecates, alfombras, decoracion,
etc.). Tal como se reporta, estas fibras estan compuestas principalmente de
hemicelulosas, celulosa y lignina, lo que le confiere su caracteristica de fibras

duras (Dewey, 1942). Asi, si se compara la composicion de la fibra de guishe de
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las 3 localidades con este tipo de materiales, puede ser un material aprovechable,

ya que también cuenta con alto contenido de fibra. Sin embargo, se requieren
realizar una caracterizacion mas especifica para determinar contenido de lignina,

celulosa y otros azucares constituyentes de la fibra de guishe.

En general, se observan diferencias fisicoquimicas entre las localidades
(Cuadro 5y 7), esto se debe principalmente a algunos factores variables entre las
zonas, algunos de los cuales pueden afectar la composicion fisicoquimica de la
planta, tales como: la fase de crecimiento, ya que aqui se presentan contenidos
mas altos en los organos reproductivos (flores, semillas) o en raices laterales
(Dinan et al., 2001). Por otro lado, la edad vegetal, ya que en diferentes etapas de
la vida de la planta su composicién quimica varia dependiendo de las necesidades
de la misma (Francis et al., 2002); y la ubicacion geogréfica de la planta, puesto
gue dependiendo de la ubicacion de ésta puede o no, estar sometida a algun tipo
de estrés de tipo ambiental (Dinan et al., 2001).

Cabe sefalar que no hay estudios en la literatura que presenten la
caracterizacion del extracto y la fibra de guishe. Existen trabajos realizados a la
planta de A. lechuguilla, como el de Garcia Contreras (2010), en el cual se
demostro la presencia de saponinas en el guishe, pero no realizd caracterizacion
fisicoquimica del mismo. Por lo que la presente investigacion es relevante, al
enfocarse en el estudio de las dos fracciones obtenidas del guishe (extracto y
fibra). Ademas, fue posible determinar las diferencias entre ambas fracciones de

materiales obtenidos de 3 diferentes localidades (Cuadro 5y 7).

4.3. Aislamiento de fitoquimicos a partir de guishe

4.3.1. Extraccion metandlica

Con el objetivo de realizar el aislamiento de fitoquimicos de interés del extracto

y fibra de guishe de cada region, se realizaron extracciones liquido-solido
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utilizando extraccion por reflujo directo, extraccion asistida por microondas y

extraccion asistida por ultrasonido. Las metodologias de extraccion de la primera
prueba, se dirigieron hacia la extraccion de timol / carvacrol, principalmente,
utilizando metanol como solvente para la extraccion. Se obtuvieron 18 extractos (3
localidades x 2 muestras x 3 métodos), los cuales fueron analizados por HPLC en

busca de la deteccion de analitos polifendlicos.

En la Figura 11 y 12 se presentan los cromatogramas correspondientes a las
soluciones patron de carvacrol y timol, con tiempos de retencion entre el rango de
11.84 y 13.96 min, respectivamente. El andlisis por HPLC de los extractos
metandlicos, tanto de fibra como de extracto de guishe obtenidos por los 3
métodos, indicaron la ausencia de sefiales asociadas a carvacrol y timol; en la
Figura 13 se presenta el cromatograma correspondiente al extracto del Ejido
Tortuga obtenido por el método Soxhlet, donde se puede observar que no existen
picos en los tiempos de retencion de timol y carvacrol, por lo tanto las muestras no

tienen indicios de contener estos compuestos.
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Figura 1 1. Cromatogramas de tiempos de retencion del estandar timol 100 ppm.
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Figura 12. Cromatograma de tiempos de retencién del estandar carvacrol 100 ppm.
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Figura 13. Cromatograma de la muestra de extracto del Ejido Tortuga de Ramos Arizpe con el método

Soxhlet.
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Cabe seialar que estos resultados concuerdan con la prueba de efectividad

bioldgica llevada a cabo contra hongos fitopatégenos de la coleccién Biorganix
Mexicana: Pythium sp., Alternaria sp. y Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici raza
3, ya que durante la evaluacién in vitro ninguno de los extractos de guishe (en
concentraciones de 0.5, 1.0 y 2.0%) mostraron control sobre los hongos
fitopatdgenos evaluados. En la Figura 14, se presentan so6lo una de las pruebas
realizadas, este comportamiento se presentd en todas las demas pruebas; puede
observarse la efectividad del control positivo, carvacrol (SIGMA) al 0.25%, el cual

controlé 100% el crecimiento de los hongos evaluados (Figura 14).

c)

Figura 14. Prueba de antagonismo de extractos de guishe contra hongos fitopatégenos. a) Fusarium
oxysporum f.sp. lycopersici raza 3 (control absoluto), b) Extracto de guishe asistido por microondas al 1.0%, y
¢) Carvacrol (Sigma) al 0.25% (control positivo).

4.3.2 Extraccion secuencial

Por otro lado, debido a la ausencia de picos en el analisis de HPLC en primera
instancia, se realiz6 una segunda extraccion a las 18 muestras obtenidas
mediante los 3 métodos (reflujo directo, ultrasonido y microondas) utilizando la
misma relacion de muestra: solvente (1:20), y solamente con reflujo directo para
ver el efecto de una extraccion mas dirigida a la obtencion de fitoquimicos de

interés (timol / carvacrol).
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Estas muestras fueron inyectadas en el HPLC utilizando el mismo método y

fase movil que en las pruebas anteriores.

En cuanto a las muestras con extraccion secuencial con metanol (solvente

polar), los resultados confirmaron la ausencia de timol y carvacrol; sin embargo, se

presentaron picos de interés con tiempos de retencion de aproximadamente 2.0

min con areas entre 67.79 — 84.23 mAU*s (Cuadro 8), lo que es un indicativo de

gue estas moléculas se encuentran en una alta concentracion en las muestras de

jugo y fibra de guishe (Figuras 15y 16).

Cuadro 8. Comparacion de los mejores picos obtenidos por analisis en HPLC de muestras de guishe

(jugo y fibra) utilizando metanol como agente extractor.

Muestra

Extracto Tortuga
Fibra Bufiuelos
Extracto Tortuga
Extracto
Buiiuelos

Fibra Porvenir

Extraccion

Metanoélica

Ref. directo
Ref. directo

Microondas

Microondas

Ultrasonido

Extraccion

Secuencial

Ref. directo
Ref. directo

Ref. directo

Ref. directo

Ref. directo

Tiempo de
retencion (min)

2.205

2.207

2.195

2.194

2.207

Area
(mAU*s)
68.38

67.79
67.97

81.62

84.23
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Figura 15. Cromatograma de Extracto del Ejido Bufiuelos (Saltillo). Extraccion metandlica por medio de

microondas seguido de extraccion secuencial.
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Current Chromatogram(s)
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Figura 16. Cromatograma de Extracto del Ejido Tortuga (Ramos Arizpe). Extraccion metandlica por medio

de Soxhlet seguido de extraccion secuencial con el método Soxhlet.
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Estos resultados pueden hacer que derive un estudio y/o purificacién de estos
compuestos para su identificacion. Se comprobo la ausencia de timol y carvacrol,
pero las moléculas detectadas en la extraccion secuencial pueden tener alto valor
bioldgico.

4.3.3 Extraccion hexanica

Adicionalmente, se corri6 una prueba utilizando hexano (solvente no polar)
como agente extractor. El analisis por HPLC de las muestras extraidas con
hexano mostré la ausencia de picos; indicativo de que en el guishe (fibra y
extracto) no se encuentran presentes moléculas con polaridad baja detectables en
la longitud de onda de 274 nm.

La composicion de las muestras pueden diferir debido a las caracteristicas de
cada solvente, por ejemplo un solvente polar como el metanol es capaz de
arrastrar consigo sustancias como taninos, flavonoides; en cambio un solvente no
polar o apolar como el hexano tiene interacciones con fenoles, aceites esenciales,
sapogeninas y algunos compuestos que incluyan azucares (Jasso de Rodriguez et
al., 2011)

Los compuestos fendlicos como el timol y el carvacrol al ser muy volétiles,
termosensibles, fotosensibles y facilmente oxidables como todos los aceites
esenciales, se pudieron haber perdido durante todo el pretratamiento de la materia
prima, desde el tallado hasta antes de la extraccion ya que hay reportes de
literatura que muestran la existencia de estos compuestos en la planta completa

(Gregorio-Jauregui et al., 2008).
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5. CONCLUSIONES

Se caracterizé fisicoquimicamente cada una de las fracciones de las 3
localidades muestreadas, encontrando diferencias marcadas en algunos aspectos,

principalmente por cuestiones climéticas y variacion al momento de procesar.

No se encontrdé la presencia de las moléculas de timol y/o carvacrol por
ninguno de los métodos de extraccion realizados (extraccion metandlica,
extraccion secuencial y extraccion hexanica) ni en la fibra ni en el extracto de
guishe. Sin embargo, se logro la deteccién de otros compuestos por HPLC, los
cuales requieren investigacion adicional para definir su potencial en la

agroindustria.

Este estudio es relevante e innovador, ya que los datos obtenidos serviran para
un posible apoyo econdmico extra a los ejidatarios y sera la base para
investigaciones futuras en este campo; dando un pequefio avance actual a los
datos obtenidos anteriormente.
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