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RESUMEN

La planta Smilax sp. (Cocolmeca) es una trepadora que cuenta con zarcillos para
adherirse a troncos y/o plantas, las guias o tallos tiernos se utilizan en Oaxaca
para proporcionar espuma a una bebida artesanal llamada “popo” ya que la planta
contiene saponinas que son las responsables de la formacién de la espuma. Por
lo que en este trabajo se determind el contenido de saponinas y se realiz6 una
prueba preliminar como agente espumante en una bebida (café). Al material
vegetal liofilizado almacenado por ultracongelacion (T= -80 °C), se le realizé el
analisis quimico proximal obteniendo; cenizas 3.56 %, grasa cruda 0.45 %, fibra
cruda 18.06 %, proteinas 6.98 % y carbohidratos 70.8 %. Los extractos del
material vegetal liofilizado almacenado en ultracongelaciébn y congelacion se
obtuvieron mediante dos metodologias extractivas diferentes (sonicacion y reflujo),
y se probaron dos sistemas de disolventes distintos (H,O y EtOH/H,0), obteniendo
gue los mejores resultados son cuando; el método de extraccibn es por
sonicacion, la forma de almacenamiento por ultracongelacion y con un sistema
para la extraccibn empleando EtOH/H,O. A partir de estas condiciones se
obtuvieron los valores mas altos de rendimiento (7.34 %) y de altura en la prueba
de la espuma (11.67 cm). Para la prueba de hemodlisis se compararon ambos
métodos de extraccion, y el extracto obtenido por el método de sonicacion (89.94
%) mostrd el mayor % de hemodlisis y el mas bajo por el método de reflujo (64.33
%). En la cuantificacion de sapogeninas totales los resultados fueron que la
metodologia extractiva por sonicacion se obtuvo un mayor contenido de
sapogeninas (37.873 ug/mL) mientras que el obtenido por reflujo obtuvo el menor
contenido de sapogeninas (25.641 pg/mL). Se realiz6 un perfil fitoquimico
preliminar para ambos métodos de extraccidon en los cuales ambos mostraron la
presencia de esteroides, saponinas, cumarinas y carbohidratos. La CCF utilizando
como fase estacionaria gel de silice muestra que los extractos de sonicacion y
reflujo presentan al menos 7 componentes principales al ser tratadas con
diferentes agentes reveladores, mientras que al utilizar como fase estacionaria
silice C,g presentan al menos 6 componentes. Se realizé un perfil cromatografico

mediante UPLC para los hidrolizados de ambos métodos de extraccion en el cual
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se observo que no hay diferencia en el cromatograma ya que son similares, asi
mismo se observan 2 compuestos con diferentes tiempos de retencion a la
Diosgenina. Por ultimo, se evalud su potencial como agente espumante en café
mostrando que las saponinas contenidas en el extracto obtenido por sonicacion
tienen potencial como surfactante y como agente espumante al generar y

estabilizar la espuma formada.

[xvi L
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1. INTRODUCCION

La humanidad desde sus inicios hasta la actualidad ha dependido de las plantas
como medio de subsistencia. Desde la época prehispanica las comunidades
autoctonas se han relacionado con la naturaleza de manera intrinseca, haciendo
uso de la biodiversidad que les rodea, lo que permiti6 de forma empirica el
aprovechamiento de los recursos naturales que tenian a su alcance para diversos
fines como: materiales de construccion, alimento y remedios medicinales. Para el
empleo de una planta con fines medicinales los curanderos aprendieron a
aprovechar sus diferentes partes como; raices, tallos, hojas, semillas, frutillas e

incluso el espécimen completo.

El uso de los aditivos tiene inicio desde la antigiiedad debido a que desde tiempos
remotos el hombre incorporaba sustancias a los alimentos con la finalidad de
preservarlos y mejorar sus cualidades. EI hombre Paleolitico observé que al
someter a los alimentos al humo se favorecia su conservacion, mientras en el
periodo Neolitico (conocido por el comienzo de la practica de agricultura y la
ganaderia), el hombre se ve obligado a manipular los alimentos con la finalidad de
hacerlos més apetecibles, para lograrlo empleé el uso del azafran y la cochinilla
(insecto), para preservacion y conservacion de los alimentos se recurrio al uso de
la sal y el vinagre. El empleo de éstas sustancias en los alimentos era empirico,
pero con los avances experimentados por la quimica en el siglo XVIIl y con las
nuevas necesidades de la industria agroalimentaria del siglo XIX, la busqueda de
compuestos para afiadir a los alimentos se hizo sistemética y es hasta finales de
este siglo cuando en el lenguaje alimentario se incluye el término “aditivo”. Este
término se utilizaba de un modo confuso, ya que bajo esta denominacion también
se agrupaban diversas sustancias con distintos efectos sobre la salud humana: las
especias, los enriguecedores, los coadyuvantes tecnoldgicos, las impurezas y los

contaminantes (Ibafiez et al., 2003).

La presencia de espuma es una de las caracteristicas deseables en diferentes
alimentos, histéricamente los alimentos aireados han sido consumidos desde

principios de la civilizacion. En el antiguo Egipto se consumia algo semejante a las




INTRODUCCION INGENIERIA EN ALIMENTOS 2017

hogazas de pan actuales y una bebida espumosa parecida a la cerveza, conocida
como ale, en ambos casos elaborados por fermentacion de granos. Otros
alimentos espumosos como los elaborados a base de crema batida, asi como de
claras de huevo, se extendieron una vez lograda la domesticacion de los bovinos y
de las aves como las gallinas. Los merengues lograron alta popularidad en el siglo
XVIII, cuando el azucar de cafia era comercialmente disponible y se logré la
estabilidad de sus espumas. Los helados, cuya elaboracion se introdujo aire
posiblemente desde el siglo XVII en ltalia, alcanzando alto consumo hasta el
siguiente siglo; es también en esa época cuando se desarrollaron los alimentos
tipo soufflé por los “chefs” de la alta cocina. En el caso de los productos derivados
de la cocoa (originaria de América y apreciada por su capacidad espumante), a
partir del siglo XIX en Europa se desarrollaron los productos aireados a base de
chocolate. Asi mismo, las aguas y bebidas carbonatadas se popularizaron en el
afno de 1851. Finalmente, en el siglo XX se desarrollaron infinidades de productos
espumosos, de tal forma que en la actualidad se dispone de una gran diversidad
de alimentos con dichos atributos y que son elaborados mediante procedimientos
tecnolégicos avanzados, entre los mas populares se pueden mencionar; a los
helados, cereales inflados, merengues, pasteles ligeros, malvaviscos, chocolates
espumosos, mousses, soufflés, entre otros (Valdivia, 2014).

Hoy en dia y de acuerdo al Codex Alimentarius, el concepto de aditivo se refiere a
‘cualquier sustancia que en cuanto tal no se consume normalmente como
alimento, ni tampoco se usa como ingrediente basico en alimentos, tenga o0 no
valor nutritivo, y cuya adicidén intencionada al alimento con fines tecnoldgicos
(incluidos los organolépticos) en sus fases de fabricacién, elaboracion,
preparacion, tratamiento, envasado, empaquetado, transporte o almacenamiento,
resulte o pueda preverse razonablemente que resulte (directa o indirectamente)
por si 0 sus subproductos, en un componente del alimento o un elemento que
afecte a sus caracteristicas. Esta definicion no incluye “contaminantes” o
sustancias afiadidas al alimento para mantener o mejorar las cualidades

nutricionales”.
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Los aditivos utilizados comunmente para elaborar espumas en sistemas
alimentarios pueden ser de diversa naturaleza quimica, dentro de los mas
importantes, se encuentran ciertas proteinas como las contenidas en la clara
huevo, en la leche y el colageno o gelatina, entre otras. También existen agentes
espumantes dentro de los carbohidratos, de origen marino como los provenientes
de algas (&cido alginico, alginato de sodio, alginato de propilenglicol, alginato de
potasio, alginato de amonio, alginato de calcio), los quitosanos presentes en los
caparazones de crustaceos, y de origen vegetal (celulosa microcristalina,
hidroxipropilcelulosa, estearoil-2-lactilato de sodio, polidextrosa), la goma de
tragacanto que se obtiene de una leguminosa, o el extracto de Quillaja (rico en
saponinas) que se obtiene de la corteza del arbol Quillaja saponaria,. (Valdivia,
2014).




MARCO TEORICO INGENIERIA EN ALIMENTOS 2017

2. MARCO TEORICO

2.1 Aditivos alimentarios

Los aditivos alimentarios siguen siendo uno de los temas mas controversiales en
el area de alimentos que inquietan cada vez mas a los consumidores por sus
implicaciones en la salud. Muchas sustancias se afiladen deliberadamente a los
alimentos para mejorar sus propiedades funcionales, no obstante en ocasiones
dichas sustancias también se encuentran presentes de forma natural en algunos
alimentos. Sin embargo, cuando estas sustancias quimicas se afiaden a los
alimentos procesados se les denomina como «aditivos alimentarios». Desde un
punto de vista normativo, cada aditivo alimentario debe desempefiar alguna
funcibn o conferir un atributo util y aceptable que justifigue su uso.
Frecuentemente se consideran funciones propias de los aditivos alimentarios la
mejora de la vida de anaquel, el aumento del valor nutritivo, conferir o mejorar
alguna propiedad funcional, facilitar el procesado e incrementar la aceptabilidad de

parte del consumidor, entre otros.

Existen diversas formas de clasificar a los aditivos, en la Tabla 1 se observa la

clasificacion de acuerdo a su funcion.

Tabla 1: Clasificacion de los aditivos en base a su funcion.

ADITIVOS

e Colorantes e Antiaglomerantes e Espumantes
¢ Edulcorantes e Antiespumantes ¢ Gelificantes
¢ Conservadores ¢ Emulgentes ¢ Agentes de recubrimiento
¢ Antioxidantes e Espesantes e Humectantes
e Surfactantes e Endurecedores e Gases de envasado
e Correctores de la e Potenciadores de ¢ Gasificantes
acidez sabor
¢ Acidulantes e Secuestrantes ¢ Estabilizadores

Fuente: Morcillo et al., 2013.

El uso de aditivos para enmascarar dafios o alteraciones de los alimentos

engafiando a los consumidores esta expresamente prohibido en las disposiciones
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legales que regulan el uso de los aditivos alimentarios (Fennema et al., 2010). Asi
mismo se pueden encontrar aditivos que ocasionan dafios al consumidor; por
ejemplo el Diacetilo (C4HsO) que se utilizaba para dar el sabor a mantequilla en
palomitas de microondas (UITA, 2007) y que estudios han probado que aumenta
el riesgo de padecer Alzhéimer (More et al.,, 2012); colorantes como amarillo
ocaso, tartrazina, rojo allura, carmoisina, ponceau 4R y amarillo de quinoleina que
estan relacionados en la hiperactividad y alteracion en la conducta de nifios
(Bateman et al., 2004).

2.2 Surfactantes

Los surfactantes son sustancias cuyas moléculas poseen tanto una parte polar
como una parte no polar. La parte polar (hidrofilica) tiene afinidad para los
disolventes polares (particularmente el agua), mientras que la parte no polar
(lipofilica o hidrofoba) tiene afinidad por los disolventes organicos (particularmente

los hidrocarburos, aceites o grasas) (Fernandez & Salager, 2004).

De acuerdo al tipo de disociacion de las moléculas, los surfactantes se clasifican
en tres grupos: anionicos (en solucion acuosa se disocian en un anién anfifilico y
un cation.), catiénicos (se disocian en un catién anfifilico y un anién) y no iénicos
(no forman iones en solucién acuosa, ya que su parte hidrofilica esta formada por
grupos polares no ionizados)(Salager, 2002). Otra forma de clasificar a los
surfactantes es debido a su origen; naturales (por ej., jabones, monoacilgliceroles

y fosfolipidos) y sintéticos (Fennema et al., 2010).

2.2.1 Funcién de los surfactantes

Los surfactantes en los alimentos, ya sean moléculas pequefias anfifilicas o

proteinas, producen los siguientes efectos (Fennema et al., 2010):

1. Disminuyen la presion de Laplace (proveniente de la Ley de Laplace, que
postula que la presion es mayor en las burbujas pequeiias que en las

grandes) y facilitan la deformacion de la interfase, lo que resulta importante
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en la formacion de emulsiones, espumas y en la prevencion de la
coalescencia.

2. Disminuyen la energia libre interfacial, lo que disminuye proporcionalmente
la maduracion de Ostwald (crecimiento de las particulas grandes de una
dispersién a expensas de las mas pequefias y la desaparicion final de las
particulas menores).

3. Su presencia permite la creacién de gradientes de tension superficial, que
puede ser su funcibn mas importante. Son esenciales para la formacion y
estabilidad de emulsiones y espumas.

4. La adsorcion de surfactantes sobre las particulas puede modificar
considerablemente las fuerzas interparticulas, generalmente incrementando
la repulsidn y, por tanto, la estabilidad.

5. Los surfactantes de bajo peso molecular pueden interaccionar
especificamente con macromoléculas. Con frecuencia se asocian a las

proteinas, modificando las propiedades de las mismas.

2.3 Espumas

Las espumas son sistemas en los que un gas constituye la fase dispersa y un
liquido o solido la fase continua; la fase gaseosa se esparce a lo largo de toda la
fase liquida, de manera que las cavidades o burbujas de gas quedan separadas
por peliculas finas de liquido. La estabilidad de estas peliculas delgadas de liquido
son las que determinan la estabilidad global de la espuma. Las dos fases que
conforman la espuma estan intimamente ligadas y forman una estructura que se
torna mas ordenada a medida que la cantidad de gas aumenta. Para que este tipo
de sistemas reciban el nombre de espuma, la concentracion de la fase dispersa
debe ser elevada (Rosen & Kunjappu, 2012).

Las espumas que contienen poco liquido (espumas secas), presentan un contacto
mayor entre las burbujas debido a que ocurre un deslizamiento minimo y el
empaquetamiento conlleva a la formacién de liquido entre ellas. Mientras que las
espumas con un elevado contenido de liquido, también llamadas espumas

himedas, muestran un contacto minimo entre las burbujas y no hay
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empaquetamiento lo cual facilita el deslizamiento entre ellas. Para el caso de las
espumas no acuosas, las burbujas que presentan tienen forma esférica y se

encuentran separadas por una capa gruesa de liquido (Belandria, 2001).

La espumabilidad y la estabilidad son fenomenos que estan involucrados durante
toda la vida de la espuma. La espumabilidad hace referencia a la cantidad relativa
de espuma que se obtiene en su proceso de formacion. Por otro lado la estabilidad
se define como la persistencia de la espuma con relacion al tiempo. La
espumabilidad esta relacionada con la estabilidad de la espuma en los instantes
iniciales en donde el resultado consiste en el compromiso entre la dispersion del

gas en el liquido y la coalescencia de las burbujas (Arengas & Riudiaz, 2006).

2.3.1 Etapas de vida de una espuma y factores asociados

Durante el tiempo de vida de las espumas, se presentan diferentes etapas que
difieren entre si por los fendmenos interfaciales y/o superficiales presentes, estas

etapas se describen a continuacion (Salager et al., 1999):

l. La formacion de la espuma (de algunos segundos hasta algunos minutos), y
los métodos para la formacion de la misma como: un gas previamente
disuelto en un liquido se libera por un cambio fisico por lo general por un
descenso de presién o un aumento de la temperatura y mediante la fuerza
mecanica a través de un aparato que permita introducir burbujas de gas en el
seno del liquido, por lo general esto se logra mediante una agitacion violenta

0 un burbujeo.

Durante la formacion de la espuma se encuentran presentes los siguientes

fenébmenos:

+ Adsorcion del surfactante en la superficie gas-liquido: las burbujas
formadas por agitacion representan un aumento del aire superficial gas-
liquido, se origina una nueva superficie disponible para que un surfactante

se adsorba en la misma. Una vez adsorbidas en la superficie, estas
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moléculas tensoactivas facilitan la creacion de un area superficial debido a

que disminuyen la tension interfacial.

Separacion del gas por gravedad y acumulacion de burbujas: Debido a la
diferencia de densidad entre la fase liquida y la fase gaseosa, las burbujas
de gas se acumulan entre si, es en este proceso donde se forman las

peliculas inter-burbujas.

Efecto de Gibbs-Marangoni: Es un fenémeno fisico de desplazamiento del
liquido presente en la interfase entre dos burbujas desde las zonas de
menor tension superficial hasta las zonas de mayor tension, con el fin de
detener el estiramiento de la pelicula inter-burbuja, lo que provocaria una

ruptura de la misma (Figura 1).

Gas

Gradiente de tension

.. Movimiento del
Liquido E . liquido

Figura 1. Efecto de Gibbs-Marangoni.

La maduracion de la espuma: Después de su formacién, la espuma sufre
una degradacién mas o menos lenta (a una escala de algunos minutos a
horas), durante ese tiempo se presentan diferentes mecanismos que se

describen a continuacion:

+ Segregacion y drenado gravitacional: La segregacién de las burbujas
ocurre en los primeros instantes de formacion de esta debido al
principio de Arquimedes (Todo cuerpo sumergido en un fluido
experimenta un empuje vertical hacia arriba igual al peso del fluido

INGENIERIA EN ALIMENTOS 2017




MARCO TEORICO INGENIERIA EN ALIMENTOS 2017

desalojado) (Figura 2a). El drenado gravitacional se presenta durante
toda la vida de la espuma pero es mas significativo en la espuma

hameda (Figura 2b).

Figura 2: a) Segregacion de las burbujas representando el principio de
Arquimedes y b) Drenado gravitacional del liquido en la espuma
hameda.

#+ Succion capilar: Es la fuerza motriz que desplaza el liquido hasta los
bordes de Plateau (bordes de la lamela formada por tres burbujas)
(Figura 3a), debido a la diferencia de presiones que ocasiona la
forma poliédrica (Figura 3b) que toman las burbujas y provoca que el
liquido se desplace del centro de la pelicula, para luego ser

desalojado por drenado gravitacional.

a )
Pelicula ) Burbuja P,
delgada /

Borde de

Plateau Burbuja

Burbuja

Figura 3: a) Succion capilar del liquido del centro de la pelicula
hasta los bordes de Plateau y b) Forma poliédrica que toman las
burbujas.

+ Difusién gaseosa intra-burbuja: Cuando las burbujas presentan la forma

poliédrica, las peliculas intra-burbujas se comportan como peliculas planas

9 L
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y delgadas de poco espesor lo que produce una difusion gaseosa a través
de ésta pelicula debido a la existencia de un gradiente de presion entre las
peliculas. Este fendbmeno, llamado maduracion de Ostwald, se considera
como la difusion de gas desde las burbujas pequeiias a las grandes lo que
provoca la desaparicion de las mismas (Figura 4). Este es el fenOmeno que
domina la evolucién de las espumas en una escala de tiempo (algunos
minutos a algunas horas). En resumen el nimero de burbujas disminuyen
conforme transcurre el tiempo y las burbujas poco a poco se convierten en
burbujas grandes sin que sea necesario que las peliculas se rompan (lo que

se puede producir al mismo tiempo).

R

Figura 4: Aspectos de la evolucion de una espuma debido a la
Maduracién de Ostwald.

2.4 Perfil cromatografico

Se puede efectuar un perfil cromatogréafico para el estudio de plantas con interés
medicinal y/o alimenticio, con la finalidad de conocer su composicién quimica. La
llamada huella digital de una planta depende del extracto vegetal y de las
condiciones definidas de analisis; esto conllevara a que se observe un perfil
caracteristico debido a la migracion diferencial de los constituyentes de la
planta. La huella dactilar cromatografica de una planta es una caracteristica
obtenida por un procedimiento definido, separando tantos compuestos como sea
posible para construir un patrén de reconocimiento especifico. La identidad de
estos componentes quimicos puede ser conocida o desconocida. Puesto que todo
el conjunto de compuestos caracteriza la composicion quimica de la planta
medicinal, la huella digital cromatogréafica representa una metodologia cualitativa
razonable, en la cual todo el cromatograma es evaluado durante el analisis de

datos para discriminar entre diferentes especies de la misma familia de plantas. La

[ 10 L
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obtencion de un buen perfil cromatografico que represente la fitoequivalencia de
una planta medicinal depende de factores tales como: el procedimiento de
extraccion, el instrumento de medicidon y las condiciones de separacidn, entre
otros. La mayoria de los procesos de extraccion para plantas medicinales,
emplean mezclas hidroalcohdlicas como solvente de extraccion y los solventes

mas comunmente utilizados son agua, metanol y etanol (Lucio, 2012).

El perfil cromatogréfico de un extracto de planta vegetal se realiza para fines de
estandarizacion de extractos, identificacion de plantas, determinacion del
perfil quimico de una planta en diferentes épocas del afio y analisis de productos
fitoterapéuticos. Este perfil puede obtenerse mediante una cromatografia de gases
(CG) y mediante el uso de la cromatografia liquida de alta resolucién (UHPLC); en
ambos casos (CG y UHPLC) proporcionan cromatogramas, que detallan los
compuestos separados y el area del pico de cada uno de ellos, que es

proporcional a su concentracion (Lucio, 2012).
+ Cromatografia Liquida de Ultra Alta Resoluciéon (UHPLC)

La UHPLC es un método popular empleado en el andlisis de plantas medicinales
debido a que es una técnica relativamente sencilla y muy versatil, ya que permite
analizar compuestos tanto volatiles como no volatiles, polares como no polares y
hasta ionicos. En general, la UHPLC puede ser empleada para analizar la mayoria
de los compuestos presentes en las plantas medicinales. Entre los métodos
cromatograficos para la toma de huellas dactilares de las plantas medicinales, el
mas popular sigue siendo la cromatografia liquida de alta resolucion acoplada a un
detector de diodos (UHPLC-DAD). El uso de detectores de diodos en linea
proporciona informacion adicional a los perfiles cromatograficos obtenidos a
longitudes de onda simples, ya que se pueden obtener los espectros relacionados
con cada uno de los picos, lo cual puede ser empleado como criterio de

identificacion y andlisis de pureza de cada uno de los picos (Lucio, 2012).

T
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3. ANTECEDENTES

Los agentes espumantes son sustancias capaces de formar y/o mantener una
dispersion homogénea de una fase gaseosa en un alimento liquido o solido,
dentro de los surfactantes anionicos el mas utilizado es el Lauril éter sulfato sodico
y los surfactantes no-idnicos nitrogenados como 6xido de aminas, alcanolamidas,
aminas y amidas etoxiladas: También se usan compuestos complejos como

alcanolamidas o monoglicéridos sulfatados (Figura 5) (Salager, 1988).

c) d)
O (CH,CH,0), H (CH,CHy0), H
_C-N HN
R™ " (CH,CH,0), H T(CH,CH0), H

Figura 5: Ejemplos de surfactantes a) Lauril éter sulfato de sodio, b) Oxido de amina, c)
Aminas y d) Amidas.

3.1 Saponinas

Las saponinas se han utilizado como detergentes, plaguicidas y molusquicidas. De
manera industrial se han empleado como agentes de formacion de espuma y
agentes activos de superficie (tensoactivos). Incluso algunas saponinas se han
utilizado como potenciadores de sabor y edulcorantes en alimentos y cigarrillos.
Por ejemplo; el extracto obtenido a partir de la raiz de regaliz (Glychirrhiza glabra)
gue contiene saponinas triterpénicas: glicirricina (Figura 6), se utiliza como
edulcorante y potenciador de sabor, también se utiliza en la industria del tabaco
para mejorar el sabor del mismo. Una investigacion reciente ha establecido a las
saponinas como los componentes activos en muchas hierbas medicinales y han
destacado los beneficios para la salud de los alimentos como la soja y el ajo. El

potencial comercial de saponinas se ha traducido en el desarrollo de nuevas
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estrategias de procesamiento y re-evaluacion de las tecnologias existentes para
su extraccion y concentracion. Existen dos principales fuentes comerciales de
saponinas: las saponinas de yuca (Yucca schidigera) y quillaja (Quillaja
saponaria). La yuca se cultiva en el desierto arido de México y el suroeste de
EE.UU., y la quillaja es un arbol cultivado en zonas é&ridas de Chile (Kharkwal et
al., 2012).

HOOC,

Figura 6: Estructura de la glicirricina.

Las saponinas son un grupo de sustancias glucosidicas que se disuelven en agua
y poseen la peculiaridad de formar espumas al agitar la solucién en donde se
encuentran. Al someter estas sustancias a una hidrélisis acida, microbiolégica o
enzimatica se obtienen carbohidratos y una aglicona llamada “sapogenina”, la cual
estructuralmente puede ser del tipo esteroidal (C,7) o triterpenoidal (Czo) de
acuerdo con la Figura 7. Estos compuestos han sido aislados de diferentes
fuentes vegetales. Las saponinas esteroidales son muy comunes en las familias
Lilihceas (orden Liliales), Dioscoreaceas y Solanaceas, mientras que las
saponinas triterpénicas lo son en las familias Umbeliferas, Leguminosae,

Caryofilaceas, Araliaeas, Rhamnaceas, etc. (Marcano & Hasegawa, 2002).
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Figura 7: Estructuras base que pueden presentar las sapogeninas: a) Clase

triterpénica y b) Clase esteroidal.

3.1.1 Aplicacion de las saponinas en los alimentos

Las saponinas se han utilizado en los alimentos como agentes tensoactivos
naturales y como conservadores en el control del deterioro microbiano en
alimentos. Recientemente, debido a la preferencia del consumidor por sustancias
naturales, las saponinas obtenidas a partir de la corteza del arbol de Quillaja
saponaria se han utilizado como agente tensoactivo en emulsiones y como agente
espumante en bebidas, lo que es una buena opcién para la sustitucion del uso del
tensoactivos sintéticos Tweens (Piorkowski & McClements, 2013). En 2013 Yang
et al., compararon la eficacia del agente tensoactivo natural aislado de la corteza
del arbol Q. saponaria (Q-Naturale®) frente un tensoactivo sintético (Tween 80). El
agente Q-Naturale® fue capaz de formar gotas relativamente pequefias (& < 200
nm) a bajas relaciones de tensoactivo/aceite (SOR < 0.1), usando
homogeneizacion a alta presion (microfluidizacion), pero las gotitas no eran tan
pequefias como las producidas usando Tween 80 en condiciones similares (J;
150 nm). Las gotitas recubiertas con Q-Naturale® se mantuvieron estables a la
coalescencia en un intervalo de valores de pH (2 -8), con concentraciones de
sales (0 - 500 mM NaCl) y temperaturas (20 -90 °C). Sin embargo, se observé una
floculacion de gotitas bajo condiciones altamente acidas (pH 2) y fuertemente
idbnicas (= 400 mM NacCl), lo que se atribuyé a la deteccion de repulsion
electrostatica. De hecho, las gotitas revestidas con Q-Naturale® tenian una carga
negativa relativamente alta a pH neutro que disminuyé en magnitud con la

disminucion del pH. En conclusion, los resultados mostraron que el tensoactivo
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natural es eficaz y que podria sustituir a los tensoactivos sintéticos en los
productos alimenticios y/o bebidas. También se ha demostrado que este
surfactante natural obtenido a partir de Q. saponaria posee una alta estabilidad y
eficacia por la formacion de emulsiones para sistemas de administracion de
vitamina E, por lo que se recomienda para aplicaciones de encapsulacion de

alimentos y bebidas funcionales (Yang & McClements, 2013).

En la actualidad la empresa Ingredion comercializa agentes espumantes de la
linea Foamation dentro de los cuales se encuentra el extracto de Quillaja
saponaria “Foamation Q" para bebidas sin alcohol (con o sin gas), preparados
liquidos para bebidas con o sin gas (concentrados de bebidas a base de agua
saborizada, batidos, café, cappuccino, etc.), polvo para preparar bebidas con o sin
gas (batidos, refrescos, café, cappuccino, té, etc.), pulpas, leche, extractos (té€),
infusiones (café), bebidas maceradas, bebidas a base de soja y bebidas heladas.
Ademas cuenta con un producto “Foamation QY50” que es el resultado de la
combinacion del extracto de yuca y quillaja para aumentar el mouthfeel (traducido
como tacto del gusto o sensacion en la boca, es la interaccion fisica y quimica del
producto en la boca. Se evalla desde la percepcion inicial en el paladar, hasta la
primera mordida, pasando por la masticacion hasta la deglucién y el retrogusto, de
esta manera se puede reconocer; la viscosidad, la textura, y la suavidad de

aguello que estamos degustando) de bebidas carbonatadas.

Recientemente se estudié la aplicacion de saponinas como un agente bio-
tensoactivo natural para mejorar las propiedades de superficie de los alimentos.
En 2014 Wojciechowski et al., realizaron un estudio para evaluar la actividad
superficial entre las saponinas de Q. saponaria y la B-caseina de la proteina de la
leche bovina, sugirieron que las saponinas obtenidas de la corteza de Q.
saponaria se pueden utilizar como un bio-tensoactivo natural. Otro estudio reciente
indic6 que las micro y nanofibras del pseudo-tallo de platano sometidas a
tratamiento con saponina de Sapindus mukorossi mostraban diferencias en el
grado de modificacion y morfologia de las fibras de celulosa. Determinaron

parametros que incluian el componente dispersivo de la energia superficial,
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heterogeneidad superficial, area superficial, asi como propiedades superficiales
acido-base para micro y nanofibras de platano modificadas con saponina. Estos
pardmetros muestran un revestimiento de saponina mas extenso sobre las
nanofibras con una formacion de red que se explica por la mayor reactividad de
las nanofibras debido a la mayor energia superficial, interaccion especifica y
mayor superficie presentada por las nanofibras. El perfil energético indicé que
tanto las micro como las nanofibras recubiertas con saponina interactian con los
mismos sitios activos energéticos o similares. En conclusion el tratamiento con
saponina reduce considerablemente el area superficial de las fibras, con la
consecuente disminucion de la capacidad de la monocapa. La interaccion con las
sondas polares indica claramente que el tratamiento con saponina crea nuevos
sitios activos polares para interacciones especificas en ambas muestras. Los
resultados muestran claramente que las saponinas pueden proporcionar enlaces
de hidrogeno entre las superficies de las fibras mejorando el caracter hidréfobo y
el caracter acido-base de la superficie de la fibra. Este comportamiento induce a
una mejor interaccion polimero/fibora durante la preparacion del material

compuesto (Cordeiro et al., 2013).

En 2010 Andreuccetti et al., evaluaron la incorporacion de plastificantes hidréfobos
en una matriz de gelatina, utilizando saponinas extraidas a partir de Yucca
schidigera (yuca) como emulsionante, en la produccion de peliculas emulsionadas
biodegradables utilizando la técnica de colado. Sus resultados mostraron que las
peliculas a base de gelatina producidas tienen una buena resistencia mecanica,
bajos valores de permeabilidad al vapor de agua y un tiempo de secado reducido,
a pesar de que las peliculas presentan un alargamiento limitado, solubilidad
considerable y opacidad. Por lo tanto, sugirieron que la posibilidad de utilizar este
tensoactivo natural puede permitir nuevas aplicaciones en la preparacion de

peliculas biodegradables emulsionadas.

En 2013 Li et al., investigaron el uso de saponinas a partir de un extracto de
Quillaja saponaria como una alternativa del uso de sustancias bioquimicas

naturales para la inactivacion de virus transmitidos por los alimentos, la cual
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mostré resultados favorables frente a rotavirus (ATCC VR-954), tanto en un
ensayo en placa en el cual las células tratadas permanecen resistentes a la
infeccion viral durante al menos 16 h, mientras que en la prueba in vivo con
ratones se observé una disminucion de la diarrea del 79 % al 11 %. Alberice et al.
en 2012 observaron que las saponinas extraidas de Sapindus saponaria
combinadas con un tratamiento térmico produce buenos resultados para la
inactivacion de Alicyclobacillus acidoterrestris, para asi evitar el deterioro del jugo

de naranja que ocasiona esta bacteria.

3.1.2 Técnicas de extraccion de saponinas

Las saponinas son extraidas tradicionalmente en mezclas acuosas con EtOH o n-
BuOH, después de lo cual se elimina el disolvente organico por evaporacion
(Kharkwal et al., 2012).

En general, las técnicas de extraccion empleadas para la extraccion de saponinas

se pueden clasificar en dos categorias:
1. Convencional dentro de las cuales se encuentran las siguientes:

+ Maceracion: Es una extraccion sélido-liquido en la que el compuesto de
interés contenido en el material vegetal se extrae empapandolo en un
disolvente especifico por un periodo determinado de tiempo. La eficacia del
proceso de maceracion se determina por dos factores principales;
solubilidad y difusién eficaz. La solubilidad se rige por la regla basica de "lo
semejante se disuelve con lo semejante” esto quiere decir que los
compuestos polares se disuelven en disolventes polares, y los compuestos
no polares se disuelven en disolventes no polares. La velocidad de
disolucion de un soluto en el disolvente de extraccion es determinada por
la transferencia de masa del soluto contenido en el material vegetal hacia
el disolvente debido al gradiente de concentracién en la interfaz sélido-
liquido demostrando que una difusion eficaz se lleva a cabo. El Unico factor
de suma importancia en el que se debe presentar mucha atencion en la

mejora de la capacidad de extraccion es el conocimiento de la similitud del
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compuesto bio-activo de interés y la polaridad del disolvente. EtOH y
MeOH son los disolventes de extraccibn mas utilizados para extraer
saponinas de material vegetal. La duracion del tiempo de extraccion es
prolongado y en ocasiones toma hasta semanas utilizando este método,
por lo tanto, la extraccion por maceraciéon a menudo es apoyada con un
agitador mecénico o con agitacion magnética de esta manera se acorta el

tiempo de extraccion (Choon et al., 2014).

+ Soxhlet y extraccién por reflujo: Debido al principio de funcionamiento
similar de Soxhlet y extracciones por reflujo, el proceso consiste en el
calentamiento de una solucién a ebullicion y luego la devolucién de los
vapores condensados al matraz original, la Unica diferencia radica en que
el aparato Soxhlet se compone de un dedal para alojar el material de la
planta y en reflujo el material de la planta se deposita en el matraz que
contiene el disolvente, ambas técnicas son utilizados ampliamente en la
industria alimentaria, no alimentaria y en los laboratorios. La desventaja de
reflujo y extraccion con Soxhlet es con respecto al tiempo ya que se
requiere al menos una hora para una extraccion. El etanol continda siendo
el disolvente mas empleado para la extraccion por reflujo, aunque también
se puede emplear el metanol como disolvente de extraccion. Los tiempos
de extraccion por reflujo varian desde minutos hasta 4 h, mientras que para
Soxhlet es de 24 a 72 horas (Choon et al., 2014).

+ Extraccion subsecuente: Existen numerosos estudios llevados a cabo para
la extraccibn de saponinas utilizando dos métodos de extraccion
subsecuentemente. La finalidad de utilizar dos métodos de extraccion se
debe a que se desea altamente purificar el extracto antes de someterlo a
analisis por HPLC para el aislamiento y la identificacion de saponinas del
material vegetal. La extraccion Soxhlet se lleva a cabo primero para
eliminar los lipidos del material vegetal usando un disolvente de baja
polaridad tal como CHCI; y hexano, y subsecuentemente se realiza la

extraccion por reflujo (Choon et al., 2014).
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2. Tecnologias verdes dentro de las cuales se describen las siguientes:

+ Extraccion asistida por ultrasonido (EAU): El fenémeno de ultrasonido
ocurre a través de la generacion y subsiguiente colapso de burbujas de
cavitacion, las cuales aparecen, crecen y colapsan dentro del liquido. Esto
ocurre asimétricamente cerca de las interfases y golpes sobre la superficie

sélida para desnaturalizar la pared celular de la planta (Choon et al., 2014).

+ Extraccion asistida por microondas (EAM): Las microondas son ondas
electromagnéticas no ionizantes con una gama de frecuencias de 0.3 a 300
GHz. Recientemente, EAM ha llamado la atencidon en la extraccion de
compuestos bio-activos de material vegetal debido a la corta duracion de la
extraccion, el uso minimo de disolvente, y su mecanismo de calentamiento
especial. Las microondas son capaces de penetrar en los biomateriales y
generar calor mediante la interaccién con moléculas polares tales como el
agua en el interior de los materiales. La profundidad de penetracion de las
microondas en la matriz vegetal depende de la constante dieléctrica, el
contenido de humedad, la temperatura y la frecuencia del campo eléctrico.
El agua contenida en un material vegetal es responsable de la absorcion de
la energia de microondas que da lugar a sobrecalentamiento y la ruptura
celular interna que, en consecuencia, facilita la difusién del compuesto bio-

activo desde la matriz de la planta (Choon et al., 2014).

+ Extraccion acelerada con disolvente (EAD): Se trata de una técnica de
extraccidn rapida automatizada que utiliza una cantidad minima de
disolvente a temperatura y presion elevada. EI empleo del aumento de la
temperatura es para mejorar la solubilidad y la transferencia de masa de
soluto a disolvente, y la presion elevada mantiene el disolvente por debajo
de su punto de ebullicién, lo que permite la extraccién rapida, segura y
eficiente de los analitos diana de materiales vegetales en el disolvente de
extraccion. Un proceso de extraccion se completa generalmente en 15 a 25
min utilizando aproximadamente 15-45 mL de disolvente. Por lo tanto, se ha
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aplicado ampliamente en los campos de medio ambiente, alimentacion,

polimeros y en investigaciones farmacéuticas (Choon et al., 2014).

La temperatura de funcionamiento mas usualmente aplicada y la presion de
EAD son 100 °C a 1500 psi este método se utiliza sobre todo para extraer
ginsenosidos de ginseng. La eficacia de la EAD en la extraccion de
saponinas se ha estudiado y comparado con otros méetodos de extraccion
descritos anteriormente. En un estudio se obtuvo un rendimiento superior
de saponinas a partir de semillas de vaca berberecho utilizando EAD en
comparacion con la extraccion asistida por ultrasonido en disolventes puros
y mezclas de H,O con EtOH y MeOH respectivamente (Gucli-Untiindag et
al., 2007). Del mismo modo, el sistema de agua caliente a presién produce
un mayor rendimiento en la extraccion de ginsendsidos (11.2 mg/g) en
comparacién con la extraccion asistida por ultrasonido (7.2 mg/g) de Panax
quinquefolium (Engelberth et al., 2010). Se presentd un ligero aumento en
los rendimientos de saponinas que se obtuvieron de la extraccion de
Aesculus chinensis utilizando EAD, la extraccién requirié un tiempo de
extraccibn mas corto de 7 min en comparaciéon con reflujo y sonicacién
extraccion de 1 h y 30 min, respectivamente (Chen et al.,, 2007). La
extraccion con liquido presurizado mostr6 ventajas distintivas de
rendimiento de la cantidad total de saponinas de 7.36 % con respecto a
otros métodos de extraccién verdes como el ultrasonido que obtuvo un
rendimiento del 5.77 %, las extracciones convencionales de Soxhlet de 6.99
% y la maceracion que obtuvo un rendimiento del 6 % en la extraccion de

saponinas a partir Panax notoginseng (Wan et al., 2006).

3.1.3 Métodos de comprobacién de presencia de saponinas

Para la identificacién de saponinas se han desarrollado diversos ensayos, como el
indice de hemodlisis; este método se basa en la habilidad de las saponinas para
lisar a los eritrocitos. Otro ensayo de uso comun en la identificacion de saponinas,

es el numero o indice de espuma el cual se basa en la medicién de la altura y el
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tiempo que dura la espuma formada por una solucién de saponinas mediante

agitacion (Hernandez et al., 2005).

La cuantificacion de sapogeninas mediante espectrofotometria UV-Vis es un
método especifico para la determinacién espectrofotométrica de la sapogenina
esteroide total, el cual se basa en la reaccion colorimétrica empleando
anisaldehido, H,SO, y AcOEt, aplicable a cantidades de microgramos (ug). Las
sapogeninas tienen las mismas propiedades colorimétricas, si se encuentran en
estado libre, unidas con azlcares, esterificadas con acido acético, mono- o

polihidroxiladas (Baccou et al., 1977).

3.2 Género Smilax

La familia Smilacaceae pertenece al orden Liliales y se encuentra constituida por
10 géneros y unas 400 especies de las regiones tropicales y templadas de ambos
hemisferios. El género Smilax abarca aproximadamente 350 especies que se
caracterizan por ser trepadoras o también conocidas como plantas de guia, ya que
tienen tallos largos delgados y espinosos, en sus ramas poseen zarcillos con la
funcién de fijarse a plantas u objetos para asi poder ascender firmemente. Se
encuentran distribuidas a lo largo de varios continentes, desde Asia, Europa
Oceania y gran parte de América, en las regiones con climas tropicales,
subtropicales y templados (Ferrufino, 2010).

Estas plantas se utilizan como alimento y para la medicina tradicional,
comunmente se utiliza el rizoma, raices, tallos y ocasionalmente las hojas,
ademas que sus flores son ricas en néctar. Se les ha conferido el efecto
inmunomodulador, antioxidante, antibacterial, antifingico asi como el alivio de
malestares en la menopausia (Wan et al., 2006). Ademas se han descrito
propiedades farmacoldgicas del género Smilax, utilizadas para enfermedades
como el cancer, diabetes mellitus, enfermedades de la piel, Ulceras, también se
utiliza para el tratamiento de la fiebre, la gota, como diurético, enfermedades
oftalmicas, infertilidad y como fuente de antioxidantes (Jiang & Xu, 2003).
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En los Ultimos afios el estudio de las plantas del género Smilax ha recobrado
interés principalmente en paises europeos y asiaticos debido a la presencia de
flavonoides, ademéas que se ha probado su efectividad en el tratamiento del
cancer. Adicionalmente, los extractos de algunos agentes etnobotanicos
provenientes del género Smilax exhiben actividad pro-apoptoética asi como
actividad antioxidante. De la misma forma varias investigaciones han mostrado
que son una fuente rica en saponinas con efecto antimicrobiano y citotoxico
(Zubair et al., 2013). Las sapogeninas esteroidales encontradas en Smilax son;
laxogenina (Smilax sieboldi), diosgenina (Smilax zeylanica), esmilagenina (Smilax
ornata) sarsapogenina (Smilax regili, Smilax officinalis y Smilax medica),
tigogenina (Smilax sieboldi) y neotigogenina (Smilax sieboldi) (Murali et al., 2011;
Grollier & Boudy, 1984; Okanishi et al., 1965).

Smilax sp. (lamada cominmente cocolmeca o axquiote), es una planta trepadora
gue cuenta con zarcillos para poder adherirse a los troncos de los arboles y a
otras plantas, crece en zonas templadas y tropicales de ambos hemisferios, sus
hojas son ovaladas y los frutos son bayas ovoides con tonalidades entre marron y

vino.
3.3 Bebida prehispanica: “popo”

El “popo” es una bebida prehispanica, elaborada a base de cacao cuyo nombre
proviene del nahua (lengua emparentada con el nahuatl) popocti que significa
“‘cosa que humea o hace espuma”, en virtud de ser esta una de sus principales
caracteristicas, es elaborado a base de una pasta que se obtiene al moler en el
metate cacao, azUcar, canela, arroz, dependiendo del lugar en donde se elabora
se acostumbra agregarle masa de maiz, y las guias o tallos tiernos del axquiote
(cocolmeca) una planta trepadora que crece en suelos arenosos en los acahuales
y proporciona espuma a la bebida, llamada en Oaxaca cocolmecate o cocolmeca
perteneciente al género Smilax y algunos investigadores lo asocian con las
especies cordifolia 0 pseudochina, aunque por sus caracteristicas taxonomicas es
muy probable que su nombre cientifico sea Smilax bona-nox. Una vez reunidos

todos los ingredientes el popo se bate enérgicamente con un molinillo de madera
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(artefacto provisto de un extremo ancho dentado y con anillos, cuyo mango es
sujetado con las palmas de las manos) efectuando con ellas una serie de
movimientos giratorios hasta obtener abundante espuma (Figura 8a). La forma
tradicional de beber el popo es en recipientes llamados jicaras, que en nahua se
conocen como xicalli, que significa “jicara de madera”, fruto del arbol iguallo, glira

o jicaro (Crescentia cuiete) (Figura 8b).

Figura 8: a) Agitacion del popo con ayuda de un molinillo de madera para
la formacion de la espuma caracteristica de la bebida y b) Jicara con la
bebida “popo”.

Con algunas variantes, esta bebida de caracter ritual es preparada por diversos
grupos étnicos asentados en el sur de Veracruz y en la cuenca del Papaloapan
como; Tuxtepec perteneciente al estado de Oaxaca, Tres Valles, Otatitlan,

Cosamaloapan y Tlacotalpan pertenecientes al estado de Veracruz.
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las caracteristicas espumosas son deseables en determinados tipos de alimentos
y bebidas. El uso de un agente espumante natural como aditivo alimentario es una
gran area de oportunidad debido a que muchos de los productos que presentan
estas caracteristicas son mundialmente comercializados como las cervezas, café,

bebidas carbonatadas, helados, entre otros.

En la regidon de la Cuenca del Papaloapan y sus alrededores se prepara la bebida
tradicional “popo”, en la cual se emplean los tallos de Smilax sp. (Cocolmeca),
para producir la espuma que la caracteriza. En este trabajo se explora el uso de
los tallos de esta planta como agente espumante de origen natural para su empleo

como aditivo alimenticio en la generacion y estabilizacion de espumas.
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5. JUSTIFICACION

La tendencia actual en el uso de aditivos para productos alimenticios es utilizar
agentes de origen natural en sustitucion de los agentes sintéticos, los cuales
proporcionen una funcion especifica al producto o bebida al cual son incorporados.
En este sentido algunas industrias, tienen la necesidad de incorporar agentes
espumantes para dar esta caracteristica a sus bebidas. En la region del
Papaloapan el extracto de la planta con la que se elabora la bebida del popo se
vuelve una opcién viable como uso de agente espumante debido al uso tradicional
de esta planta en la elaboracion de una bebida regional. Este extracto no ha sido
estudiado por lo cual, su estudio como agente espumante representa un aporte
muy importante desde el punto de vista alimenticio.
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6. OBJETIVOS

General

Obtener y comparar dos técnicas (reflujo y ultrasonido) para el proceso de
extraccion acuosa de un agente espumante a partir del tallo de Smilax sp.

Especificos

e Obtener un extracto acuoso e hidroalcohdlico a partir de los tallos de Smilax
sp. con propiedad espumante mediante dos técnicas diferentes reflujo y
ultrasonido.

e Comprobar y cuantificar la presencia de saponinas en el extracto.

e Efectuar el perfil fitoquimico preliminar a los extractos obtenidos.

e Efectuar el perfil cromatogréafico a los extractos obtenidos.

e Realizar una prueba preliminar de aplicacion en una bebida (café).
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7. HIPOTESIS

El extracto obtenido mediante sonicacién y reflujo a partir de los tallos de
Smilax sp. podra ser utilizado como un agente espumante con posible

aplicacion en una bebida (café).
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8. METODOLOGIA

8.1 Recoleccion de materia prima:

La recoleccién de la planta Smilax sp. (Cocolmeca) se realiz6 en San Felipe
Jalapa de Diaz (coordenadas 18° 04’ latitud norte y 96° 32’ longitud oeste, a una
altura de 111 metros sobre el nivel del mar), localidad perteneciente al Distrito de
Tuxtepec, en la region de la Cuenca del Papaloapan del estado de Oaxaca,

México. La recoleccion se realizo en los meses de Febrero y Marzo.

8.2 Procesamiento del material vegetal

El material vegetal obtenido de los tallos de la planta se tritur6 en un molino de
mano para granos alimenticios (Figura 9a), se almaceno en dos formas distintas;
en un ultracongelador a -80 °C y en un congelador a una -8 °C, el cual permanecié
en almacenamiento hasta su utilizacion. Posteriormente el material vegetal
almacenado se deshidraté sometiéndolo a un proceso de liofilizacibn en una
liofilizadora (marca: LABCONCO; Figura 9b).

a)

Figura 9: a) Molino manual con Smilax sp. y b) Equipo de
liofilizacion con material vegetal molido.
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8.3 Andlisis quimico proximal

El analisis quimico proximal de los alimentos comprende métodos de analisis
bésicos, que permiten identificar la cantidad de nutrimentos que componen a los
alimentos como son: cenizas, proteinas, carbohidratos, fibra y grasa, asi de esta
manera proporciona informacion detallada de la concentracion de éstos. Para la
determinacion del analisis quimico proximal del material vegetal liofilizado se

utilizaron los métodos oficiales de la AOAC de 2002.

8.3.1 Cenizas totales

La determinacion en seco de cenizas totales es el método mas comdn para
cuantificar la totalidad de minerales en alimentos y se basa en la descomposiciéon
térmica de la materia organica quedando solamente el residuo inorganico
contenido en la muestra. Esta técnica es eficiente ya que determina tanto cenizas
solubles en agua como insolubles y solubles en medio &cido. En este método toda
la materia organica se oxida en ausencia de flama a una temperatura que fluctia
entre los 550 - 600 °C y el residuo inorganico que no se volatiliza a esta

temperatura se conoce como ceniza.
Procedimiento

Se pesaron 2 g de muestra deshidratada en un crisol (a peso constante),
posteriormente se carbonizé la muestra sobre la flama (Figura 10), la muestra
carbonizada se coloc6 dentro de una mufla a 550 °C + 1 °C por 5 h hasta que las
cenizas quedaron blancas, los crisoles se colocaron en un desecador hasta que se

enfriaron y se pesaron.

Figura 10: Determinacion de cenizas
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El porcentaje de cenizas se calculd mediante la siguiente formula:

. peso del crisol con residuo(g) — peso del crisol vacio(g)
% Cenizas = x100
peso de la muestra en base seca(g)

8.3.2 Grasa cruda

La estimacion de lipidos se llevd a cabo mediante la técnica de Soxhlet, la cual
consiste en una extraccidbn semicontinua con un disolvente orgénico. En este
meétodo el disolvente se calienta, se volatiliza y al condensarse gotea sobre la
muestra la cual queda sumergida en el disolvente. Posteriormente se sifonea al
matraz de calentamiento para empezar de nuevo el proceso. El contenido de
grasa se cuantifica por diferencia de peso.

Procedimiento

Se pesaron 2 g de muestra deshidratada en un papel filtro (doblado en forma de
cartucho), la cual se coloc6 en el aparato de extraccion Soxhlet (Figura 11). Al
matraz de recuperacion se le adiciond0 ¥ partes de éter de petroleo,
posteriormente se realiz6 la extraccion por 4 h. Finalmente, el matraz se concentré
y se colocd en una estufa a 90 °C + 1 °C hasta sequedad (peso constante), se

enfrié6 en un desecador.

Figura 11: Equipo Soxhlet.
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El porcentaje de lipidos se calculé mediante la siguiente formula:

peso final del matraz(g) — peso inicial del matraz(g)

% Grasa cruda = x100
peso de la muestra en base seca(g)

8.3.3 Proteina cruda

La determinacion de proteina cruda es el analisis mds buscado y con mayor
frecuencia que las proteinas o aminoéacidos individuales. En general, el
procedimiento de referencia Kjeldahl determina la materia nitrogenada total, que

incluye tanto las no proteinas como las proteinas verdaderas.

El método se basa en la determinacion de la cantidad de nitrégeno organico

contenido en productos alimentarios que comprende dos pasos consecutivos:

a) La descomposicion de la materia organica al calentarla en presencia de

acido sulfarico concentrado.
b) El registro de la cantidad de amoniaco obtenida de la muestra.

Durante el proceso de descomposicion ocurre la deshidratacién y carbonizacion
de la materia organica combinada con la oxidacién de carbono a dioxido de
carbono. Mientras el nitrdgeno organico es transformado a amoniaco que se
retiene en la disolucién como sulfato de amonio. La velocidad de recuperacion del
nitrdgeno puede incrementarse por la adicion de sales que abaten la temperatura
de descomposicion (sulfato de potasio), o por la adicion de oxidantes (peréxido de
hidrégeno, tetracloruro, persulfatos o &acido crémico) y/o por la adicibn de un

catalizador.

Procedimiento

Se pesaron 40 mg de muestra deshidratada y libre de grasas la cual se coloco en
un tubo microkjeldahl, se le adicioné 2 g de mezcla de catalizador (HgO-K,SO,) vy
3 mL de H,SO, Se digirié la muestra en un equipo de digestion de microkjeldahl
(Figura 12a) manteniendo el calentamiento de 1.5-2 h hasta que clarifico (Figura

12b). El residuo obtenido se dejé enfriar, posteriormente se disolvié con 10 mL de
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H,O. En un matraz Erlenmeyer se colocaron 10 mL de solucion de acido borico al
5 % con 2 gotas de indicador verde de bromocresol y se colocé en la terminal del
condensador. Al tubo con muestra se le adicionaron 13 mL de solucién de NaOH-
Na,S,0;3 y enseguida se colocé en el destilador (Figura 12c), posteriormente se
inicié la destilacion por arrastre de vapor, en donde se recolectaron aprox. 75-100
mL de destilado. La solucion recolectada se titulé6 con HCI 0.1 N hasta que vir6 a
un color verde (Figura 12d).

Figura 12: a) Equipo de destilacion microkjeldahl, b)
Muestra clarificada, ¢) Equipo de destilaciéon y d) Solucién
titulada con color verde.

El porcentaje de nitrégeno total se calcul6 mediante la siguiente formula:

o mL gastados del HCl x N del HCl x14
% Nitrégeno total = x 100
peso de la muestra en base seca

El porcentaje de proteina cruda se calculé mediante la siguiente férmula:

% Proteina cruda = % Nitrégeno total x F
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Dénde:

N: Normalidad del acido de valoracion
14: Peso atémico del nitrégeno
F: Factor de conversion a proteina, 5.7

8.3.4 Fibra cruda

Se emplea como una medida del contenido de celulosa, hemicelulosa y lignina,
materiales indigeribles en los alimentos. Por este método la fibra se determina
mediante hidrolisis con H,SO4 y NaOH, pretendiendo simular una digestion acida
(estbmago) y una alcalina (intestino), por lo cual representaria la fraccion no
digerible de los carbohidratos que se separa del material soluble en &cidos y
alcalis diluidos. Los minerales insolubles se estiman por calcinacion y la diferencia

indica el contenido de fibra cruda (FC) presente.
Procedimiento

Digestion acida: Se pesaron 2 g de muestra desengrasada y deshidratada, que se
colocaron en un matraz de bola de 250 mL al cual se le agregaron 200 mL de
H,SO, al 1.25 % caliente, perlas de ebullicibn y unas gotas de antiespumante,
posteriormente se puso a reflujo durante 30 min y se dej6 enfriar. Se filtr6 el
contenido a través del crisol Gooch (previamente a peso constante). lavando el
matraz con 50 ml de agua destilada caliente y filtrando, el residuo se lavé 3 veces.

Se removio el residuo y se coloco en el matraz nuevamente.

Digestion alcalina: Al matraz con el residuo del procedimiento anterior se le
agregaron 200 mL de NaOH al 1.25 % caliente, perlas de ebulliciébn y unas gotas
de antiespumante y se puso a reflujo por 30 min. Se dej6é enfriar el matraz y su

contenido se filtré al vacio en un crisol Gooch.

Posteriormente el matraz se enjuagd con 25 mL de H,SO4 1.25 % y se lavo tres
veces con agua destilada caliente y se filtré su contenido, el residuo contenido en
el crisol Gooch se lavé con una porcion de 25 mL de EtOH y se dejo secar al
vacio. Finalmente el residuo se seco6 en la estufa a 110 °C durante 6 h (Figura
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13a), se enfrié en un desecador y se registro el peso. Posteriormente se calcind en
una mufla durante 2 h a 600 °C, se dejé enfriar en la mufla hasta que llegé a 100
°C, el crisol se colocd en un desecador para enfriarse y finalmente se registré su

peso (Figura 13b).

Figura 13: a) Crisol Gooch con la muestra después
de someterse a la estufa y b) Crisol Gooch con la
muestra después de someterse a la mufla.

El porcentaje de fibra cruda se calcul6 mediante la siguiente formula:

% Fibra cruda =[(W1- W3)/W]*100

Dénde:

W= Peso de la muestra desengrasada y seca
W= Peso del crisol con residuo seco
W, =Peso del crisol con residuo calcinado

8.4 Disefio experimental

Para la extraccion de saponinas se empled un disefio experimental en el cual
fueron evaluados 3 factores de 2 tratamientos cada uno. Factor A: Fuente de
almacenamiento (congelacion y ultracongelacion) del material liofilizado, Factor B:
Método de extraccion (sonicacién y reflujo), Factor C: Disolvente de extraccion
(H20 y EtOH/H,0), con 2 variables de respuesta; % de rendimiento y altura de la

espuma.
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8.5 Obtencion de los extractos

Al material vegetal liofilizado almacenado (ultracongelacion y congelacion) se le
realizaron las extracciones por los métodos de reflujo y sonicacion, como se

describen a continuacion:

+ Extractos obtenidos mediante reflujo (a partir del material vegetal

almacenado mediante ultracongelacion y congelacién) (Figura 14):

o Extracto H,O: Se peso6 1 g de material vegetal liofilizado al cual se le
afiadi6 40 mL de H,0, se mantuvo en ebullicion con apoyo de una

columna de refrigeracion para mantener el reflujo durante 20 min.
o Extracto EtOH/H,O: Se peso6 1 g de material vegetal liofilizado al cual
se le afiadié 40 mL de EtOH/H,0 en una relacion 1:1, se mantuvo en

ebullicién con apoyo de una columna de refrigeracion para mantener

el reflujo durante 20 min.

Figura 14: Sistema de reflujo.

+ Extractos obtenidos mediante sonicacion (a partir material vegetal

almacenado mediante ultracongelacion y congelacion) (Figura 15a ):
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o Extracto H,O: Se peso 1 g de material vegetal liofilizado al cual se le
afadio 40 mL de H,0, para posteriormente colocarlo en un sonicador
(modelo: UP 200 St-DT, marca: Hielscher) en el cual se empled un
sonotrodo S26d7 (7mm ), con una potencia de 180 W y una amplitud
del 20 % (Figura 15b).

o Extracto EtOH/H,O: Se peso 1 g de material vegetal liofilizado al cual
se le anadi6 40 mL de EtOH/H,O en una relacion 1:1 para
posteriormente colocarlo en un sonicador (modelo: UP 200 St-DT,
marca: Hielscher) en el cual se emple6 un sonotrodo S26d7 (7mm ),
con una potencia de 180 W y una amplitud del 20 % (Figura 15b).

Figura 15: a) Equipo sonicacion y b)
Sonotrodo inmerso en el extracto de
Smilax sp.

Los rendimientos de los extractos obtenidos se calcularon mediante la siguiente
formula:

g de extracto
100

% Rendimiento = - X
g material vegetal
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8.6 Prueba de la espuma

Se tom6 1 mL de los extractos obtenidos mediante las técnicas de reflujo y
sonicacion y se coloco en un tubo de ensayo. A cada tubo se le adicion6 9 mL de
H,O destilada y se agitd vigorosamente durante 30 s, después de la agitacion la
mezcla se dejé reposar por 15 min; al término de este periodo la presencia de
saponinas se evidencia por la espuma sobrenadante en donde la altura de la
espuma (Tabla 2) proporciona un valor cualitativo del contenido de saponinas
(Galindo et al., 1989).

Tabla 2: Relacion de la altura de la espuma con el contenido de saponinas.

Altura de la espuma Contenido de saponinas

5 mm No contiene
5-9 mm Bajo contenido
10-14 mm Contenido moderado
>15 mm Alto contenido

Nota: Una solucion acuosa que contenga saponinas se evidencia por la formacién

de una espuma estable como la obtenida al agitar una solucién de jabon.

8.7 Prueba de la hemodlisis

La hemolisis es el fendmeno de la desintegracion de los globulos rojos. Esta
prueba se basa en la capacidad que tienen las saponinas para lisar a los glébulos
rojos, por ello el porcentaje de hemdlisis esta directamente relacionado a la

concentracion de saponinas (Pérez & Quitian, 2009).

Procedimiento de hidrélisis de las saponinas a sapogeninas

1) Evaporacion de disolventes: Se partieron de extractos con una
concentracion de 0.0250 g/mL, se colocaron en un horno a una temperatura
no superior a 60 °C hasta sequedad, se registr0 el peso para
posteriormente agregar 50 mL de H,O destilada para proceder al

desengrasado.
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2) Desengrasado de los extractos: Se midieron 50 mL de hexano que se
colocaron en un embudo de decantacién en el cual se agregd la fase
acuosa gue contenia al extracto, se agitdé y se dejé en reposo por 30 min.
Transcurrido éste tiempo se observaron dos fases (Figura 16), de la cual se
recolectd la fase inferior que es la libre de grasas y se transfirid en un

matraz de bola de 250 mL para su hidrolisis.

Figura 16: Embudo de decantacién
con las dos fases inmiscibles.

3) Hidrdlisis: En un matraz balén se deposité la muestra desengrasada y se
mezclé en cantidades iguales con una solucion de HCI al 2.5 N, se ajusto a
un condensador y se llevo a reflujo. La mezcla se mantuvo en agitacion y
calentamiento durante 4 h, transcurrido este tiempo se dejé enfriar hasta
temperatura ambiente y finalmente se transfirid6 la solucion madre a

recipientes de vidrio.

Realizacion de la prueba de la hemdlisis: Se prepararon las soluciones de
trabajo diluyendo la cantidad necesaria de la solucibn madre de sapogeninas
en 100 mL con agua destilada de acuerdo con las diluciones de la Tabla 3;
para la solucion 1:10 se afiadio 10 mL de la solucién de sapogeninas en 90 mL
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de H,O destilada, en el caso de la solucion 1:20 se afiadio 5 mL de la solucion
de sapogeninas a 95 mL de H,O destilada, para la solucién 1:30 se afiadi6 3.3
mL de la solucién de sapogeninas a 96.7 mL de H,O destilada, en el caso de la
solucion 1:40 se afadid 2.5 mL de la solucion de sapogeninas en 97.5 mL de
H,O destilada, para la solucion 1:50 se afadié 2 mL de la solucién de
sapogeninas en 98 mL de H,O destilada y para la solucién 1:60 se afadi6 1.7
mL de la solucién de sapogeninas en 98.3 mL de H,O destilada.

Tabla 3: Diluciones correspondientes para la prueba de hemdlisis.

Diluciones

1:10 1:40
1:20 1:50
1:30 1:60

Procedimiento

Se colocaron 5 mL de cada concentracion en un tubo de ensayo, se adicioné 0.02
mL de sangre con anticoagulante (EDTA) y se mezcld por inversion. Las muestras
se dejaron en reposo a temperatura ambiente por 30 min. Se centrifugaron a 3000
gravedades por 10 min. Las absorbancias de cada uno de los sobrenadantes se
leyeron a una longitud de onda de 540 nm en un espectrofotometro UV-Vis
(Lambda 25 marca: PerkinElmer). Para el blanco se tomoé el sobrenadante de un
tubo con 0.85 % de solucién salina y con glébulos rojos (que representa el 0 % de
hemolisis), y para el patron se tomé el sobrenadante de un tubo con 0.10 % de

solucion salina y glébulos rojos (que representa el 100 % de hemodlisis).
El % de hemdlisis de determiné mediante la siguiente férmula:

% de hemolisis — Abs sobrenadante de cada tubo 100
0 A€ NEMOTSIS = Abs sobrenadante del tubo 100 % (0.10) x
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8.8 Cuantificacion de sapogeninas mediante Espectrofotometria Uv-
Vis

Para esta determinacion se utiliz6 como estandar la sapogenina esteroidal
Diosgenina (Sigma, CAS: 512-04-9). Se prepararon 2 tipos de reactivos; reactivo A
(0.5 % de p-anisaldehido y 99.5 % de AcOEt) y el reactivo C (relacién 1:1 de
H,SO,4 y AcOEY).

Procedimiento

Se colocaron de 0-40 ug de sapogenina en 2 mL de AcOEt contenidos en un vial
y se afladié 1 mL de reactivo Ay 1 mL de reactivo C y se agitaron, posteriormente
se colocaron los viales en un bafio de agua manteniéndolos a 60 °C durante 20
min y se dejaron enfriar durante 10 minutos en un bafio de agua mantenido a
temperatura ambiente. Se realizO un barrido en un espectrofotometro UV/Vis
(Lambda 25 marca: PerkinElmer; Figura 17) para medir la Amax la cual fue de 435

nm (Baccou et al., 1977).

Figura 17: Espectrofotometro de UV-Vis.

A partir de este método se procedié a elaborar una curva de calibracion utilizando
como estandar la Diosgenina. El contenido de sapogeninas se puede obtener a

[T l]

partir de la ecuacion que se obtiene de la curva de calibracion. En dénde; “x” hace

“y 0

referencia al contenido de sapogeninas expresado en mg/mL y “y” es la

absorbancia de la muestra.
8.9 Evaluacion del pH
Procedimiento

Se elabord una solucion al 4 % (v/v) de los extractos con H,O destilada la cual se

colocé en un vaso de precipitado, posteriormente con ayuda de un potenciémetro
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calibrado se midi6 el pH introduciendo el electrodo en las muestras, enjuagando el

electrodo entre muestra y muestra con H,O destilada (FAO, 2005).

8.10 Perfil fitoquimico preliminar

Teniendo en cuenta que la especie empleada para este trasbajo no ha sido
identificada, en este trabajo se realizdé un analisis fitoquimico preliminar cualitativo
qgue permitié establecer la presencia de metabolitos secundarios como: alcaloides,
flavonoides, esteroides, triterpenos, carbohidratos, antraquinonas, proteinas,
emodinas, glucésidos, taninos, saponinas y cumarinas, el procedimiento para la

identificacion de éstos metabolitos se detalla en la Tabla 4 (Patil & Deshmukh,
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2016).

Tabla 4: Procedimiento de perfil fitoquimico preliminar para metabolitos especificos.

Metabolito

Terpenoides

Esteroides

Taninos

Saponinas

Flavonoides

Carbohidratos

Proteinas

Condiciones
2 mL del extracto se disuelven en 2 mL
(CH3CO),0 y se afiaden de 2-3 gotas de
H,SO, (conc.).
2 mL del extracto se disuelven en 2 mL
de CHCI; y se afladen 2 mL de H,SO,
(conc.).
2 mL de extracto se disuelven en 2 mL
de H,O y se afiaden de 2-3 gotas de
FeCl;al 5 %.
5 mL de extracto se mezcla con 20 mL
de H,O destilada y se agitan durante 15
min.
1 mL de extracto se afiade 1 mL de
Pb(OAc), al 10 %.

Prueba de Molisch: Se toman 2 mL del
extracto se le afiaden 10 mL de H,0, se
le adicionan 2 gotas de a-naftol etandlico
al 20 % y se le afaden 2 mL de H,SO,
conc.

1 mL de extracto se le afiade 1 mL de

Resultado
El color rojo oscuro indica la presencia
de terpenoides.

La formacién de un anillo color rojizo

indica la presencia de esteroides.

La formacién de un precipitado verde
indica la presencia de taninos
La formacion de espuma indica la

presencia de saponinas.

La observacion de una coloracion

amarilla indica la presencia de

flavonoides.
La formacion del anillo de color violeta

rojizo indica presencia de carbohidratos.

La formacién de un precipitado blanco
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Cumarinas

Alcaloides

Emodinas

Antraguinonas

Glucésidos

H,SO, (conc.).
2 mL del extracto se afladen 3 mL de
NaOH al 10 %.
2 mL del extracto se le afiaden unas

pocas gotas del reactivo de Hager.

2 mL del extracto se afladen 2 mL de
NH4OH y 3 mL de benceno.

3 mL del extracto se afiaden 3 mL de
benceno y 5 mL de NH310 %.

2 mL de extracto se afiaden CHCl; y 2
mL de CH;COOH.

indica la presencia de proteinas.

La coloracion amarilla indica la
presencia de cumarinas.

La formacion de un precipitado color
amarillo indica la presencia de
alcaloides.

La coloracion rojo indica la presencia de
emodinas.

de

coloracion rosa, rojo o violeta indica la

La formacion una capa con
presencia de antraquinonas.
La coloracién de violeta a azul y a verde

indica la presencia de glucésidos.

8.10.1 Cromatografia en Capa Fina (CCF)

Procedimiento

Se puntearon los extractos de sonicacion y reflujo con la técnica de
almacenamiento por ultracongelacion y extraido por un sistema de disolvente 1:1
EtOH/H,O, se eluyeron en diferentes sistemas de disolventes variando la
polaridad con el fin de obtener el sistema adecuado de disolventes en el cual se
pudiesen separar mejor a los metabolitos. Se emple6 como fase estacionaria para
los metabolitos mas apolares una placa de gel de silice (SiO) grado 60 de 0.2 mm
de espesor ALUGRAM Xtra SIL G/UV254 de Macherey-Nagel y para los
metabolitos mas polares se empled como fase estacionaria una placa de gel de

silice grado 60 C,g de Merck KGaA.

Para el revelado de las placas obtenidas se utilizé: una lampara de luz ultravioleta
UVG-11 de onda corta de 254 nm y de onda larga de 365 nm, una camara de
Yodo y por inmersion: en p-anisaldehido, acido p-toluensulfénico y H,SO,4 al 50

%, para posteriormente someterlas a una parrilla de calentamiento a 100 °C
durante 5-10 minutos. El factor de retencion (Rf) para los metabolitos de cada

extracto, se calculé mediante la siguiente ecuacion:
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distancia recorrida por el compuesto

Ry = — , , ,
I~ distancia recorrida por el disolvente

8.11 Perfil cromatogréfico

Procedimiento

Preparacion de las muestras: Se peso 0.5 g del material vegetal liofilizado al cual
se le afiadieron 15 mL de MeOH y se colocé en un bafio ultrasénico a temperatura
ambiente por 30 min. Las operaciones se repitieron dos veces y el residuo se lavd
con 5 mL de disolvente. Al extracto obtenido se le afiadié una cantidad de 20 mL
de solucion de HCI (10 %, v/v), se calentd para hidrolizar en un bafio de agua
durante 30 min y se enfri6. Posteriormente se transfirio el extracto metandlico a un
embudo de separacion y se le adicioné 30 mL de CHCI3, se recogio la capa
inferior y se repitié esta operacion tres veces. La parte extraida con CHCI; se
evapordé a sequedad y el residuo se disolvi6 con una cantidad apropiada de
metanol; después se transfiri6 a un matraz aforado de 25 mL y el volumen se
complet6 hasta su aforo con MeOH. Los extractos se filtraron a través de un filtro
de jeringa (0.2 ym). Se inyect6 una alicuota de 5 pL de solucién para el andlisis de
UPLC-MS (Yi et al. 2014). Del mismo modo se utilizé6 el procedimiento para
obtener dos extractos mas, lo Unico que se modifico fue la técnica de extraccion,
gue en este caso fueron mediante sonicacion y reflujo, para obtener un total de

tres extractos para analizar.

Preparacion del estandar: Se suspendieron 10 mg de Diosgenina (Sigma) en 10
mL de MeOH para obtener una concentracibn de 1 mg/mL; posteriormente se
realizé una dilucién del estandar para obtener una concentracion de 10 pg/mL (Yi
et al. 2014).

Condiciones de la separacion cromatogréafica: Se utilizd6 una columna
cromatografica Acquity UPLC BEH Ciga (1.7 ym, 2.1 x 100 mm). La fase movil
consistié en acido férmico al 0.1 % (v/v) en H,O (A) y acido formico al 0.1 % (v/v)
en ACN (B) usando una elucién isocrética del 82 % (v/v) (B) en 0-10 min. El caudal

de disolvente fue de 0.3 mL/min, el volumen de inyeccion fue de 5 pL, la
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temperatura de la columna se fijo a 40 °C y la longitud de onda de deteccion fue

de 203 nm con una ventana espectral 200-400 nm (Yi et al. 2014).

Equipo: Para el andlisis de las muestras se utilizd un equipo UHPLC Acquity Arc,
Waters que consta de un detector de arreglo de diodos 2998 PDA detector, un

sistema Sample Manager FTN-R y una bomba cuaternaria Manager-R (Figura 18)

Figura 18: Equipo de UHPLC.

8.12 Prueba preliminar del extracto en una bebida

Para ésta prueba se utilizd el extracto que presentd la mayor cantidad de
saponinas de acuerdo con los resultados obtenidos de las pruebas anteriores. La
bebida que se utilizé fue café caliente marca CAFIVER elaborado en una cafetera
con una concentracion de 0.0452 g/mL. La metodologia empleada fue una
adaptacién de la prueba de la espuma que se describié anteriormente (Galindo et
al., 1989).

Procedimiento

Para la prueba se utiliz6 1 mL de extracto rico en saponinas que se transfirié a un
un tubo de ensayo que contenia 9 mL de café, a este tubo se le realizé la prueba
de la espuma agitandolo vigorosamente durante 30 s, posteriormente se dejé en

reposo durante 15 min, trascurrido éste tiempo se le registré la altura de la
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espuma y se comparo con un blanco que contenia 1 mL de H,O destilada y 9 mL

café.

8.13 Analisis estadistico

Para el andlisis estadistico de los resultados obtenidos se utiliz6 un andlisis de
varianza (ANOVA) de una via con un nivel de significancia a= 0.05, utilizando el
paquete estadistico Statgraphics (Centurion XVI, version 16.02.04) efectuando una

comparacion de medias.
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9. RESULTADOS Y DISCUSION
9.1 Anélisis proximal

A la muestra del material vegetal liofilizado, almacenada mediante
ultracongelacion, se le efectud el andlisis proximal que consté de: cenizas, grasa
cruda, fibra cruda, proteina cruda y carbohidratos (Tabla 5). Esto fue realizado con
la finalidad de tener referencia acerca de la composicion de la planta y para los

fines de futuras aplicaciones, los resultados se muestran en la Tabla 5.

Tabla 5 : Resultados del porcentaje del analisis proximal.

Analisis Porcentaje (%)

Cenizas 3.56 £ 0.04
Grasa cruda 0.45 £ 0.03
Fibra cruda 18.06 £ 0.66

Proteina cruda* 6.98+0.2
Carbohidratos 70.8 £ 0.88

*N x 5.7. Los carbohidratos se determinaron por diferencia.

Los valores representan la media de tres experimentos + error estandar.
Guambo en el 2016 realizé un analisis quimico proximal de la raiz de Smilax
aspera, en donde se encontrd que dicho material vegetal present6é un contenido de
cenizas de 1.56 %, fibra 4.5 %, grasa cruda de 1.2 %, carbohidratos 84.5 % y un
contenido de proteinas del 6.39 %. Este ultimo valor (proteinas) coincide con lo
encontrado en esta investigacion (6.98 %). Sin embargo el contenido de cenizas,
carbohidratos, grasa y fibra fue muy diferente al resultado obtenido en esta
investigacion. Estas diferencias entre el material vegetal pueden ser debidas a las
caracteristicas agronomicas o factores edafocliméaticos del espécimen o

simplemente que se trata de otra especie.

9.2 Obtenciodn de extractos y prueba de la espuma

El material vegetal liofilizado almacenado en ultracongelacion y congelacion se
procesO mediante dos metodologias extractivas diferentes (reflujo y sonicacion),
empleando dos sistemas de disolventes distintos (H,O y EtOH/H,0), de igual
forma los extractos se sometieron a la prueba de la espuma la cual establece que

al agitar una solucion acuosa de saponinas se forma una espuma estable, como la
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formada al agitar una solucién acuosa de jabon, la finalidad de esta prueba fue
encontrar las mejores condiciones para el proceso de extraccion de saponinas

presentes en Smilax sp., los resultados se muestran en la Tabla 6.

Tabla 6: Resultados del rendimiento y prueba de la espuma de los extractos de Smilax sp.

EXTRACTOS DE Smilax sp.

Factor A Factor B Factor C Variables respuesta
Almacenamiento Método de Disolvente Rendimiento (%) Pruebade la
extraccion espuma (cm)
H,O 6.42 + 0.05% 3.67 £ 0.58%
Sonicacion
EtOH/H,0 7.34+0.03" 11.67 +0.58°
Ultracongelacion
Reflujo H,O 5.41 + 0.13° 5.33 + 0.58°
EtOH/H,0 6.74 + 0.02° 7.67 + 0.58°
H,O 6.05 + 0.12° 2.00 + 0.00°
Sonicacion
EtOH/H,0 6.61 + 0.16' 5.67 + 0.58'
Congelacion
H,O 5.36 + 0.08° 2.67 £ 0.58°
Reflujo
EtOH/H,0 6.435 + 0.04" 5.00 +0.00"

Los valores representan la media de tres experimentos + error estandar.
Letras diferentes en la misma columna indican diferencia estadistica (p<0.05).

Efectuando el comparativo estadistico por tipo de almacenamiento (Factor A) para
el caso de sonicacion, en los cuales se evaluaron dos sistemas de disolventes
diferentes (Factor C), se encontr6 que el mejor método de almacenamiento es el
de ultracongelacion ya que hubo diferencia significativa frente a congelaciéon. Para
ambos métodos de almacenamiento el mejor sistema de disolventes es EtOH/H,0
ya que presentd los resultados mas altos en la prueba de la espuma que fueron
significativamente diferentes si se empleara unicamente H,O. La ultracongelacion
es el mejor tipo almacenamiento ya que obtuvo valores mas altos en % de
rendimiento y en la prueba de la espuma (variables respuesta), que son

significativamente diferentes que si se empleara congelacion con el sistema de
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disolventes EtOH/H,0. En el caso del método de extraccion por reflujo; se realizd
la misma comparacion que en el caso anterior y los resultados fueron similares, se
encontré que el mejor tipo de almacenamiento es el de ultracongelacién con un
sistema de disolventes EtOH/H,0, donde se obtuvieron los valores mas altos en la
prueba de la espuma y en el % de rendimiento que son significativamente
diferentes que si se empleara congelacién con el mejor sistema de disolventes
EtOH/H,0.

El mejor rendimiento (7.34 %) y la mejor altura de la prueba de la espuma (11.67
cm) se obtuvieron con material vegetal almacenado mediante ultracongelacion,
utilizando sonicacién como método de extraccién y empleando EtOH/H,O como
disolvente. Se observa que las saponinas extraidas a partir del material vegetal
almacenado por ultracongelacion fueron mejores en % de rendimiento y en la
prueba de la espuma De alguna forma la temperatura de almacenamiento de -80
°C contribuy6 a una mejor extraccién de saponinas y con una mayor capacidad de

formacion de espuma.

En cuanto al método de extraccién por reflujo (Factor B), se observan que los
resultados de % de rendimiento y de la altura en la prueba de la espuma se
obtuvieron cuando se empleé como disolvente EtOH/H,0, tanto para sonicacion
como para reflujo independientemente del tipo de almacenamiento.

El resultado de la prueba de la espuma para el mejor extracto de Smilax sp. (11.67
+ 0.58), presenta un nivel moderado de saponinas en comparacion con los
resultados obtenidos por Galindo et al. en 1989 (partiendo de extractos con 10 g
de material vegetal en 60 mL de disolvente), determinaron que el contenido de
saponinas para las hojas de Trichantera gigantea es bajo y para las especies Inga
spectabilis y Gliricidia sepium es moderado (de acuerdo con la Tabla 2). Tomando
en cuenta las diferentes concentraciones con los que se realizaron los extractos
de Galindo et al. (0.17 g/mL) y los del presente trabajo (0.025 g/mL), los resultados
moderados de Inga spectabilis y Gliricidia sepium son similares a los obtenidos por

Smilax sp. por lo que si se aumentara el contenido de material vegetal con el que
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se realizo el extracto del presente trabajo el resultado del contenido de saponinas

con la prueba de la espuma seria alto.

Un motivo por el cual se obtuvo el mejor extracto mediante sonicacion se debe a
que los principales efectos del ultrasonido en un medio liquido se atribuyen a los
fendbmenos de cavitacion que provienen de los procesos fisicos que crean,
agrandan e implotan microburbujas de gases disueltos en el liquido, cuando estas
burbujas colisionan sobre la superficie de un material solido, la alta presiéon y la
temperatura liberadas generan microjets y ondas de choque dirigidas hacia la
superficie solida. La alta presion y temperatura implicadas en este proceso
destruyen las paredes celulares de la matriz vegetal y su contenido se libera en el
medio, debido a esto es mas eficiente la extraccion de todos los componentes
presentes en la planta (Pringret et al., 2013), lo que explica mejor el resultado de
las altas alturas obtenidas referentes al método de extraccién ya que a mayor
altura de espuma es directamente proporcional a un mayor contenido de
saponinas. Debido a que en el método de reflujo la temperatura la determina el
punto de ebullicion del disolvente utilizado, en éste caso la temperatura de
ebullicion del EtOH es de 78.37 °C aproximadamente, esta temperatura pudo
haber intervenido en la estabilidad de las saponinas ya que se extrajeron a una

temperatura elevada.

9.3 Prueba de hemolisis

La prueba de la hemdlisis se le realiz6 a una muestra ultracongelada de cada tipo
de extraccion (sonicacién y reflujo) obtenida con una mezcla hidroalcohdlica con
los dos mejores indices de espuma. La prueba fue positiva y los porcentajes altos
de hemdlisis en cada muestra correlacionan con los ensayos de espuma
presentados anteriormente, en donde los resultados con mayor produccion de
espuma son los resultados con mayor porcentaje de hemolisis (Tabla 7). Con lo
anterior se confirma la presencia de saponinas en los extractos por su relacion
directamente proporcional entre los resultados de las pruebas de espuma y
hemolisis (Pérez & Quitian, 2009).
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Tabla 7: Resultados de la prueba de la hemdlisis.

Extracto % Hembdlisis

Sonicacion | 89.94+0.3%

Reflujo 64.33 +0.37°

Los valores representan la media de tres experimentos + error estandar.
Letras diferentes en la misma columna indican diferencia estadistica (p<0.05).

Comparando los métodos de extraccion de saponinas (Tabla 6) y el porcentaje de
hemolisis (Tabla 7), se observa que el porcentaje mas alto corresponde al extracto
qgue presenta un mayor indice de espuma que se refiere al extracto obtenido por el
método de sonicacion, mientras que el porcentaje de hemolisis mas bajo es el
extraido por el método de reflujo, estos resultados ratifican la extraccion por el

método de sonicacion como el més eficiente para la extraccion de saponinas.

9.4 Cuantificacion de sapogeninas mediante Espectrofotometria Uv-
Vis

La cuantificacion de sapogeninas se le realiz6 a una muestra ultracongelada de
cada tipo de extraccion (sonicacion y reflujo) obtenida con una mezcla
hidroalcohdlica. Las concentraciones de las cuales se partieron para conocer la
cantidad de sapogeninas son: 0.010293 g/mL para el extracto de sonicacion y
0.01245 g/mL para el extracto de reflujo. Mediante la curva de calibracién (Figura
19) se determiné que el extracto que presentd un mayor contenido de

sapogeninas fue el obtenido por sonicacion (37.873 pg/mL) (Tabla 8).

Curva de calibracion

N

y = 0.0496x - 0.4598
R2 = 0.9951

=
a

Absorbancia
H

o
o

o

20 30 40 50
Concentraciéon

=
o

Figura 19: Curva de calibracién para la cuantificacién de sapogeninas.
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y = 0.0496x — 0.4598

_ y+0.4598
* = 70.049%

Tabla 8: Resultados del contenido de sapogeninas.
Sonicacion  1.4187 nm 37.873 ugmL + 0.11°
Reflujo 0.8120 nm 25.641 ug/mL + 0.23°

Los valores representan la media de tres experimentos + error estandar.
Letras diferentes en la misma columna indican diferencia estadistica (p<0.05).

El analisis estadistico de las concentraciones que se obtuvieron a partir de la
cuantificacion de las sapogeninas demostraron una diferencia significativa entre
los extractos (sonicacion y reflujo), siendo el extracto obtenido por el método de
sonicacion el que mostr6 un mayor contenido de sapogeninas, lo que permite
corroborar de una manera mas certera el método mas eficiente para la extraccion
de saponinas, dado que las sapogeninas estan directamente relacionadas a la
cantidad de la saponinas presentes en el extracto, solo que la sapogenina

pertenece Unicamente al constituyente aglicona de la saponina principal.

9.5 Evaluacion del pH

Los valores de pH obtenidos son; 6.12 para el extracto obtenido mediante
sonicacion y 6.13 para el obtenido mediante reflujo. Lo que refleja que no existe
variacion de los valores de pH. Por lo que se puede decir que ambos métodos son

similares en este aspecto.

9.6 Perfil fitoquimico preliminar

El andlisis fitoquimico preliminar de ambos extractos (sonicacion (S) y reflujo (R))
mostro la presencia de esteroides, saponinas, cumarinas y carbohidratos (Tabla
9).
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Tabla 9: Resultados del perfil fitoquimico preliminar.

Metabolito Resultado ‘
Esteroides R(+) S(+)
Carbohidratos R(+) S(+)
Cumarinas R(+) S(+)
Saponinas R(+) S(+)
Terpenoides R(-) S(-)
Flavonoides R(-) S()
Taninos R(-) S(-)
Proteinas R(-) S()
Alcaloides R(-) S()
Emodinas R(-) S()
Antraquinonas R(-) S(-)
Glucésidos R(-) S()

En la deteccion de esteroides se observo la formacion de un anillo rojizo, para ésta
determinacion se utilizaron como controles colesterol (Sigma) y p-sitosterol, y
como blanco H,O (Figura 20a). La formacion del anillo se observa con mayor
intensidad en el extracto de sonicacion en comparacion con el extracto de reflujo,
asi mismo es probable que éste positivo se deba a que la saponina presente sea
de origen esteroidal lo que esta de acuerdo con Marcano & Hasegawa (2002), en
donde las saponinas esteroidales son muy comunes en orden Liliales, que es el

orden al que pertenece Smilax sp.

En la deteccién de carbohidratos se observé la formacion del anillo de color violeta
en la interfase de ambos extractos. Para ésta determinacién se utilizaron como

controles glucosa (Sigma) y sacarosa, y como blanco H,O (Figura 20b).

La presencia de saponinas se demostro por la formacion caracteristica de espuma
en la superficie del liquido al agitar los extractos vigorosamente. Para ésta
determinacion se utilizd como control Quillaja saponaria (Sigma-Aldrich) y como
blanco H,O (Figura 20c).
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La presencia de cumarinas se detecté por la coloracion amarilla que toma la
solucién al ser expuesta a un medio béasico (Figura 20d). Para ésta determinacion
se utiliz6 como control un derivado de acido cindmico. Esta clase de metabolitos
también ha sido descrita para Smilax domingensis (Céceres et al., 2011).

Figura 20: Resultados positivos del perfil fitoquimico preliminar de: a) Esteroides, b) Carbohidratos,
¢) Saponinas y d) Cumarinas.

9.6.1 Cromatografia en capa fina (CCF)

En todas las placas se muestrearon los extractos hidroalcohélicos (sonicacion y

reflujo) de acuerdo con los datos obtenidos de la prueba fitoquimica preliminar.

El andlisis de CCF se realiz6 en placas de aluminio donde se utilizé6 como fase
estacionaria: gel de silice y como fase movil: sistema de CH,Cl,/MeOH (9:1). Para
los extractos obtenidos mediante sonicacion (S) y reflujo (R), se detecto la
presencia de los compuestos en las placas mediante el uso de reveladores fisicos

(UV) y quimicos (I, H,SO4, p-anisaldehido y acido p-toluensulfénico) (Figura 21).
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uv H>S04 P P- TsOH
o.C Oo.L O.L Anisaldehido

Fiaura 21: Andlisis de CCF para los extractos obtenidos, en un sistema CH,Cl,/MeOH (9:1).

La cromatografia en capa fina muestra que los extractos de sonicacion (S) y reflujo
(R) presentan al menos 7 componentes principales al ser tratadas con diferentes
agentes reveladores. Se enlistaron los Ry de los componentes encontrados para
ambos extractos se muestran en la Tabla 10, de acuerdo con su apariciéon en la
placa mediante el uso de agentes reveladores.

Tabla 10: Rf de los componentes encontrados en los extractos de Smilax sp. en las placas de gel silice en un
sistema CH,Cl,/MeOH (9:1).

Representacion R; O.C O.L H,SO, I, Anisaldehido TsOH

So R, O v X v X v X v X v v X
S, 0.1282 v v v v
R, 0.2051 X
S, 0.3077 v v v v
R, 0.3333 X X X X
S, 0.4359 v v v v

S, R; 0.4615 X v

Ss R, 0.4744 X X v X X v X
Rs 0.7179 X X

Se Rs 0.9417 X v X

Al exponer las placas a la luz UV de onda corta (O.C, A= 254 nm), para el extracto
de sonicacion se observan sélo 4 compuestos Sy, S1, Sz ¥ S3, Yy en el extracto de
reflujo 4 compuestos Ry, R1, R2 ¥ R4, que deben de ser compuestos que presentan
grupos croméforos en su estructura que absorben a esa longitud de onda, de los
cuales un punto presenta el mismo R (Ro=Sp) en ambos extractos. Al cambiar a

una longitud de onda larga (O.L, A= 365 nm), se observan para el extracto de
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sonicacion sélo 3 compuestos Sy, S1 Y S3, Y en el extracto de reflujo se observan 4
compuestos Ro, R4, Rs Yy Rs, que deben ser moléculas que presentan grupos
cromoéforos que absorben a esa longitud, en donde So, S1 Yy Ro emiten un color
azul Ss3, R4, Rs y Rg emite un color rojizo, de los cuales so6lo comparten 1

compuesto Rp=Sy (R= 0) en ambos extractos.

Al someter a las placas a un revelador universal como el H,SO4, se observan en el
extracto de sonicacién sélo 5 compuestos Sy, S1, S2, Sz Y Ss, mientras que en el
extracto de reflujo se observan 4 compuestos Ry, Rz, R3 ¥ Ry, de los cuales sdlo

comparten 2 compuestos Ro=So (Ri= 0) y R4=Ss (R= 0.4744) en ambos extractos.

Al observar la misma placa en O.L se observa en el extracto de sonicacién 2
compuestos que emiten un color azul R, y S,, del mismo modo en el extracto de
reflujo se observan 2 compuestos que emiten un color rojizo R; y Ss. Este
revelador permite visualizar casi todas las clases de compuestos (Jork et al.,
1990), por lo que la mayor parte de las sustancias presentes en los extractos
(saponinas, esteroides, cumarinas y carbohidratos) deberian ser visibles. Sin
embargo, 2 compuestos (iguales) pertenecientes a los extractos de sonicacion y

reflujo no fueron observadas con este revelador.

En las placas reveladas con yodo (I;), se observa que para el extracto de
sonicacion hay solo 3 compuestos Sp, S; y Ss, mientras que para el extracto de
reflujo se observan 3 compuestos Ry, R4 ¥ Rs, de los cuales s6lo comparten 1
compuesto Re=Sy (R= 0) en ambos extractos. Este es un revelador universal
reactivo para sustancias lipofilicas por lo que los compuestos revelados con este
reactivo deben presentar estas caracteristicas.

Al exhibir a las placas a un revelado con anisaldehido, se observan en el extracto
de sonicacion sélo 2 compuestos Sp y S,, mientras que en el extracto de reflujo se
observa 1 compuesto R, Este revelador es reactivo para antioxidantes,
esteroides, carbohidratos, fenoles, glucésidos y sapogeninas (Jork et al., 1990),

por lo que se puede atribuir a la presencia de alguno de éstos compuestos ya que
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en los resultados de la Tabla 9 del perfil fitoquimico, la prueba fue positiva para

esteroides, carbohidratos y saponinas para ambos extractos.

El revelado de las placas con TsOH, se observan en el extracto de sonicacion solo
5 compuestos So, S», S4, S5 Y Se, mientras que en el extracto de reflujo se
observan solo 4 compuestos Rg, Rz, R4, ¥ Re, de los cuales sélo comparten 3
compuesto Ro=Sp (R= 0), R4=Ss (R= 0.4744) y Rs=Se (R= 0.9417) en ambos
extractos. Este revelador es reactivo para esteroides, flavonoides y catequinas. En
base a esto y a los resultados de la Tabla 9 del perfil fitoquimico se puede decir
gue estos compuestos corresponden a la presencia de esteroides y/o saponinas
esteroidales, ya que la prueba demostré la ausencia de flavonoides, asi mismo se

podrian descartar las catequinas ya que pertenecen a la familia de los flavonoides.

El andlisis de CCF en fase reversa se utilizo como fase estacionaria: silice Cigy
como fase movil: sistema 1:1 de CH,Cl,/MeOH, para los extractos obtenidos
mediante sonicacién (S) y reflujo (R), se detectd la presencia de los compuestos
en las placas mediante el uso de reveladores fisicos (UV) y quimicos (I2, H2SOy, p-
anisaldehido y acido p-toluensulfénico) para cada extracto (Figura 22).

Figura 22: Andlisis de CCF de los extractos obtenidos, en un sistema CH,Cl,/MeOH (1:1).

La cromatografia en capa fina muestra que los extractos de sonicacion (S) y reflujo
presentan al menos 6 componentes principales al ser tratadas con diferentes
agentes reveladores. Se enlistaron los R¢ de los componentes encontrados para

ambos extractos, de acuerdo con su presencia a traves de los reveladores en la
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placa mediante el uso de los reveladores fisicos (UV) y quimicos (l;, H.SOy, p-

anisaldehido y acido p-toluensulfonico) (Tabla 11).

Tabla 11: Rf de los componentes encontrados en el extracto de ultrasonicacién en las placas de
gel de silice C.g en un sistema de CH,Cl,/MeOH (1:1).

Representacion Ry o.C H,SO, P anisaldehido TsOH
So Ro 0 v X v X v X v X v X
S R, 0.5514 v X
S R, 0.6512 v X v X v X
S3 Rs 0.7442 v X v X v X v X v X
S, R4 0.8606 v X X
Ss Rs 0.9535 v X v X

Al exponer las placas a la luz UV de onda corta (O.C, A= 254 nm), en los extractos
se observan solo 4 compuestos para el de sonicacion se observan Sy, Sy, S3, S4y
Ss, mientras que para el reflujo se observan Ry, R1, Rz, Ray Rs, que deben de ser
compuestos que presentan grupos cromoéforos en su estructura que absorben a

esa longitud de onda.

Al someter a las placas a un revelador universal como el H,SO4, en los extractos
se observan solo 3 compuestos para el de sonicacién se observan Sy, S3 y Ss,
mientras que para el de reflujo se observan Ry, Rz y Rs. Este revelador permite
visualizar casi todas las clases de compuestos (Jork et al., 1990), por lo que la
mayor parte de las sustancias presentes en los extractos (saponinas, esteroides,
cumarinas y carbohidratos) deberian ser visibles. Sin embargo, 2 manchas
pertenecientes a los extractos de sonicacion y reflujo no se observaron con este

revelador.

En las placas reveladas con yodo (l;), se observa que para el extracto de
ultrasonicacion solo 4 compuestos Sy, S1, S2y Sz, mientras que para el extracto de
reflujo se observan 3 compuestos Rg, R1, Rz ¥ Rs. Este es un revelador universal
que es reactivo para sustancias lipofilicas por lo que los compuestos observados

deben presentar estas caracteristicas.

Mientras que en las placas reveladas con anisaldehido, se observan en el extracto

de sonicacion sélo 4 compuestos Sy, S1, Sy, y Sz, mientras que en el extracto de
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reflujo se observan solo sélo 3 compuesto Ro, Rz y Rs. Este revelador es reactivo
para antioxidantes, esteroides, carbohidratos, fenoles, glucésidos y sapogeninas
(Jork et al., 1990), se le puede atribuir la presencia de alguno de éstos
compuestos ya que en los resultados de la Tabla 9 del perfil fitoquimico, la prueba

fue positiva para esteroides, carbohidratos y saponinas para ambos extractos.

Al tratar las placas a un revelado con TsOH, se observan en el extracto de
sonicacion solo 2 compuestos Sy, ¥ Sz, mientras que en el extracto de reflujo se
observan solo 4 compuestos Ro, Rs3 y Rs. Este revelador es reactivo para
esteroides, flavonoides y catequinas. En base a esto y a los resultados de la Tabla
9 del perfil fitoquimico se puede decir que estas manchas corresponden a la
presencia de esteroides y/o saponinas esteroidales, ya que la prueba demostré
la ausencia de flavonoides, asi mismo se podrian descartar las catequinas ya que

pertenecen a la familia de los flavonoides.

9.7 Perfil cromatogréfico

Se realizd un perfil cromatografico para los hidrolizados de ambos extractos y
siguiendo la metodologia de Yi et al. 2014. El cromatograma obtenido es
representativo para los 3 hidrolizados (Figura 23), en donde se observa que no
existe una diferencia significativa entre la extraccion de las muestras analizadas,
ya que ambas presentan un perfil cromatografico similar en donde hay 2
compuestos con diferente tiempo de retencion a la Diosgenina, en donde el
compuesto que sale alrededor del minuto 2 es mas polar que la Diosgenina,
mientras que el compuesto que sale alrededor del minuto 9 es menos polar que la
Diosgenina. El espectro de UV de la Diosgenina (R= 4 min) muestra que este
esteroide no posee ningun grupo cromoforo caracteristico. Analizando los 2
compuestos que salen en el extracto de Smilax sp. se puede observar que
presentan espectros de UV similares como se muestran en las graficas que se
encuentran en la parte superior de cada compuesto (Figura 23), lo que se podria
deber a dos esteroides funcionalizados con un grupo cromoéforo similar con una

ligera modificacion estructural ya que su R; es distinto en el perfil cromatografico.
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El pico con R= 1 min se le conoce como tiempo muerto y en esta sefial se

observan los compuestos que no interaccionan con la columna.
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Figura 23: Cromatograma en fase inversa para el extracto hidrolizado de Smilax sp. vs Diosgenina.

Andlisis de CCF de las sapogeninas

Para el analisis de CCF de las sapogeninas que se analizaron por UPLC (Figura
24), se efectud en un sistema CH,Cl,/MeOH (9:1) en una placa de gel de silice, la
cual se sometié a un revelado con anisaldehido y se tomé como referencia a la

Diosgenina. Las sapogeninas presentes en ambos extractos muestran un Rg
similar al de la Diosgenina (R= 0.5315).

Figura 24: Sapogeninas reveladas
con anisaldehido.
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9.8 Prueba preliminar del extracto en una bebida

El extracto evaluado es el que mostré los mejores resultados de las pruebas
anteriores, el cual se obtuvo mediante sonicacion con un sistema EtOH/H,O (1:1)
partiendo de 1 g de material vegetal liofilizado en 40 mL de disolvente. La prueba
preliminar consistié en realizar la prueba de la espuma a una muestra de café que
contenia el extracto rico en saponinas (S1), comparandolo contra un blanco (café
sin extracto) en un lapso de tiempo definido (15 min). A un T= 0 min (To) se
realizé una analisis estadistico el cual indica que existe una diferencia significativa
(p < 0.5) en la generacién de la espuma, en donde la muestra S1 presenté casi el
doble de la espuma generada por el blanco (6.9 cm vs 3.7 cm; Figura 25a).
Mientras que a un T= 15 min (T15) se observé una mayor disminucién de la altura
de la espuma en el blanco debido a una menor estabilidad de la misma, en donde
la altura final del blanco fue de 0.9 cm mientras que en la muestra S1 fue de 6.5
cm (Figura 25b).

Tabla 12: Alturas de la prueba preliminar del extracto en una bebida (café).

Tubo Tiempo= 0 min Tiempo= 15 min
Blanco 3.7cm+0.1% 0.9cm +0.5°
Muestra | 6.9 cm + 0.15° 6.5cm +0.17°

Los valores representan la media de tres experimentos + error estandar.
Letras diferentes en la misma fila y columna indican diferencia estadistica (p<0.05).

Figura 25: Prueba preliminar del extracto de Smilax sp. en una bebida a) a un
T=0 min y b) a un T=15 min.
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A partir de estos resultados (Tabla 12) se puede comprobar la presencia y la
accion de las saponinas del extracto Smilax sp. en el café, ya que aparte de
generar espuma ejercen su accién como surfactante al estabilizar la espuma
formada (Figura 25b) de acuerdo con Yang & McClements en 2013. Lo anterior se
confirma debido a que la espuma generada en el To en comparacion a la espuma
en el T15 disminuye notablemente en el blanco (de 3.7 cm a 0.9 cm), en cambio la
muestra de café con extracto presenté una estabilizacién de la espuma formada
ya que solo tuvo una ligera disminucion de la altura durante el lapso de tiempo
evaluado (6.9 cm a 6.5 cm; sin embargo estadisticamente existe una diferencia

significativa entre Toy Tis).
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10. CONCLUSIONES

+ Se determiné el contenido de cenizas (3.56 % + 0.04), grasa cruda (0.45 %
+ 0.03), fibra cruda (18.06 % = 0.66), proteina cruda (6.98 % +0.2) y
carbohidratos (70.8 % = 0.88) del material vegetal liofilizado. Al no tener
una referencia de apoyo para relacionar la planta, resulta de interés ésta

aportacion para en un futuro rectificar que se trata del mismo espécimen.

+ La deteccion de la presencia de saponinas en el tallo de Smilax sp. se
efectué mediante las pruebas fitoquimicas preliminares, del mismo modo se
pudieron detectar metabolitos secundarios de tipo esteroidal, cumarinico y
carbohidratos en ambos extractos.

+ Se corrobor6 que la concentracién de saponinas en los diferentes extractos
esté influenciado por el método de extraccion, el tipo de almacenamiento y
el sistema de disolventes empleado. Asi mismo, se comprobd que la
extraccion mediante sonicacion fue la mejor alternativa para la obtencién de
los mejores rendimientos de extraccion del material vegetal liofilizado con

una mezcla EtOH/H,0O (1:1) y un almacenado por ultracongelacion.

+ El método colorimétrico mediante UV-Vis, para la determinacién de la
concentracion de sapogeninas esteroidales totales de una muestra se
considera factible debido al coeficiente de correlacién obtenido en la curva
de calibracion. La cuantificacion mostré que el extracto de sonicacién

contuvo el mayor contenido de sapogeninas.

+ Se confirmd que Smilax sp. puede ser utilizado como fuente potencial de
saponinas, asi mismo como surfactante y agente espumante para bebidas
y/o posiblemente para alimentos, ya que en la prueba preliminar de café
(blanco y bebida con el extracto) demostro estabilizar la espuma inicial
formada al presentar una menor disminucion de la altura de la espuma en

comparacion con el blanco durante un tiempo de 15 min.
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+ El andlisis de CCF permiti6 obtener un perfil cromatografico de los
componentes presentes en los extractos crudos y el método de UPLC
mostré dos compuestos (sapogeninas) con diferente tiempo de retencion
que compartian el mismo grupo croméforo que podrian provenir de las
saponinas presentes en el extracto responsables de la propiedad

espumante.
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