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EFECTO DEL TIPO DE DISOLVENTE SOBRE LA EXTRACCION DE
SAPONINAS Y FLAVONOIDES DE Leucaena leucocephala, Gliricidia sepium,

Guazuma ulmifolia lam Y Moringa oleifera

1. RESUMEN

En afos recientes, el uso de plantas forrajeras para la alimentacion ruminal ha ido
en aumento por las condiciones nutricionales que se le atribuyen, como la
concentracion perceptible de metabolitos secundarios (MS) en ellas. El estudio
sobre la presencia de los MS en plantas forrajeras es indispensable ya que su
inclusién en la alimentacién de rumiantes se ha asociado con efectos benéficos
como: control parasitario, mejora en la fermentacion ruminal y mitigacion en las
emisiones de metano. En el presente estudio se analizé el efecto de 3 disolventes
a 3 distintas concentraciones (etanol, metanol, acetona, a concentraciones de 100,
75 y 50%) sobre la extraccion de flavonoides y saponinas de cuatro especies
forrajeras: Leucaena leucocephala, Moringa oleifera, Gliricidia sepium y Guazuma
ulmifolia Lam. Los valores mas altos de saponinas se obtuvieron con: metanol 100%
(6.86+0.002mg/ g MS) en hojas de Leucaena leucocephala, acetona 75%
(7.48+0.003 mg/g BS) en Gliricidia sepium, acetona 50% (8.66+0.004 mg/g BS) para
Guazuma ulmifolia Lam, acetona 100% (6.895+0.0149 mg/g BS) en Moringa
oleifera; Los valores obtenidos para flavonoides se obtuvieron con: metanol 100%
(0.84+0.002mg/g BS) en hojas de Leucaena leucocephala, acetona 75%
(0.394£0.001 mg/g BS) en Gliricidia sepium, acetona 75% (1.243+0.001 mg/g BS)
para Guazuma ulmifolia Lam, acetona 100% (1.124+0.0015 mg/g BS) en Moringa
oleifera. Los resultados confirman que existe una dependencia entre la naturaleza

del disolvente y la especie de planta.



2. INTRODUCCION

El uso de arbdreas forrajeras y leguminosas como Leucaena leucocephala,
Gliricidia sepium, Guazuma ulmifolia Lam y Moringa oleifera es una estrategia

empleada durante el acondicionamiento nutricional de rumiantes.

Las leguminosas y arbéreas forrajeras, al igual que miles de especies de plantas y
hongos, son capaces de producir metabolitos secundarios que pueden actuar como
factores de defensa, protectores proteicos, etc. Dentro de los metabolitos
secundarios se encuentran los flavonoides y saponinas, algunas veces los
metabolitos secundarios también llamados FAN (factores anti nutricionales), ya que
se han detectado algunos efectos negativos sobre el proceso fermentativo a nivel
ruminal o en general sobre el proceso digestivo en el tracto total. Pero los efectos
dependen, en términos generales, del nivel de consumo. La importancia principal
de conocer los niveles presentes de los metabolitos secundarios en las especies a
analizar radica en la implementacion de estas especies en la dieta ruminal, la
dosificacion adecuada de flavonoides y saponinas permite tener un control directo
sobre los efectos de su consumo y poder orientarlos a acciones benéficas en el
tracto digestivo y fermentativo en rumiantes. Al estandarizar los procesos de
extraccion y cuantificacion de dichos metabolitos permitira generar un perfil
nutricional de cada planta para poder ser empleada eficazmente en la produccion

ruminal (Bottger & Melzig, 2011).

Los metabolitos secundarios MS son compuestos producidos como resultado del

metabolismo primario de las plantas, es decir son productos de la sintesis,
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degradacion y transformaciéon de los compuestos endogenos mediante proteinas
especializadas producidas como resultado de los procesos de diferenciacion y se

clasifican segun su significacion biologica y funcion de la célula productora.

En los procesos de produccion animal, las plantas que tienen metabolitos
secundarios como saponinas y taninos condensados se han asociado con efectos
favorables en la fermentacion ruminal favoreciendo la produccidén animal, mitigacion
de metano y estudios recientes han demostrado que la inclusion de metabolitos
secundarios en la alimentacion de rumiantes favorece la calidad, contenido de
compuestos fendlicos y capacidad antioxidantes de leche y queso (Garcia, 2004).
Es importante resaltar que los efectos benéficos antes mencionados dependen de
la concentracion y del tiempo de ingestion de los metabolitos secundarios (Semmar

etal., 2011).

Diversos estudios han demostrado las cualidades antioxidantes, antifungicas,
antiparasitarias, anti-protozoaria, etc., de metabolitos secundarios como las
saponinas y los flavonoides. La determinacién de la concentracion de estos
metabolitos en las fuentes de alimentos de rumiantes es de interés, ya que permitira
disefiar una dieta en la que se vean favorecidos los procesos digestivos en el animal
y a su vez obtener un beneficio directo en los subproductos para consumo humano

derivado de estos animales.



3. ANTECEDENTES

En el tropico seco de México existe una gran diversidad de leguminosas forrajeras
de tipo herbaceo, arbustivo y arboreo, que son fuente importante de materia seca
en la alimentaciéon de rumiantes. Durante la época de lluvias el crecimiento de
leguminosas herbaceas aumenta, y los rumiantes pasan la mayor parte de su
tiempo consumiendo estas especies en comparacion a plantas arbustivas o

arboéreas.

Las vainas y las hojas de leguminosas arboéreas y arbustivas representan una
estrategia en la alimentacion de rumiantes, por los costos actuales que representa
la suplementaciéon con cereales y fuentes proteicas en el mercado nacional e
internacional. Las hojas y vainas de leguminosas arbéreas se usan como una fuente
de forraje. Las vainas contienen hasta 30 % de proteina cruda, rica fuente de
vitaminas y fibra detergente neutra. Estos representan una fuente importante de
nutrientes durante el periodo de seca en las regiones tropicales de México y otros

paises (Garcia, 2004).

En funcién de estas cualidades, esta investigacion se centra en consolidar las
condiciones adecuadas sobre el disolvente y su concentracion para la extraccion de
metabolitos secundarios, como lo son los flavonoides y saponinas, de las siguientes
especies leguminosas y arboreas forrajeras: Leucaena leucocephala, Gliricidia

sepium, Guazuma ulmifolia Lam, Moringa oleifera. Al igual que su perfil nutricional
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para caracterizar su concentracion de proteina cruda, grasa, minerales en ceniza,

carbohidratos y agua libre.

3.1. Leucaena leucocephala
Leucaena leucocephala (Figura 1) tiene sus origenes en América Central y la
peninsula de Yucatan en México, donde su valor forrajero fue reconocido hace mas
de 400 afios por los conquistadores espafoles que llevaron alimento y semillas de
Leucaena leucocephala en sus galeones a Filipinas para alimentar a su ganado
(Brewbaker et al., 1985). Desde alli se ha extendido a la mayoria de los paises del
mundo tropical donde la Leucaena leucocephala se usaba como planta de sombra

para cultivos de plantacion.

Figura 1. Leucaena leucocephala

Recuperado de http://www.conabio.gob.mx/malezasdemexico/mimosaceae/leucaena-leucocephala/fichas/ficha.htm

Es una planta silvestre, tolerada, cultivada y domesticada en grandes partes del
pais, y se trata de uno de los arboles leguminosas mas cultivados a nivel mundial.
Se conocen alrededor de 800 cultivares (Parrotta, 1992). Las legumbres son
vendidas en todo el pais por las semillas frescas que se utilizan como condimento,

tanto crudas como cocidas, de igual manera como los frutos de Leucaena esculenta.
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También las hojas tiernas se consumen como quelite (Grether, 2006; P. Zarate,

1994)

En la peninsula de Yucatan se emplea como forraje y planta medicinal (Flores et al.,
1988). Sobre todo, la subespecie glabrata también es util como cerca viva y
protectora de suelo, y es ampliamente promovida y cultivada como fuente de
proteina para ganado, y en general como arbol multipropésito. Es fuente de lefia,
madera, abono organico, néctar, tintes y arbol sombra en cafetales (Parrotta, 1992;

P. Zarate, 1994)

Leucaena spp., es un arbol o arbusto caducifolio de 3 a 6 m (hasta 12 m) de altura
con un diametro a la altura del pecho de hasta 25 cm. Presenta copa redondeada,
ligeramente abierta y rala, hojas alternas bipinadas de 9 a 25 cm de largo, verdes
grisaceas y glabras con 11 a 24 pares de foliolos de 8 a 15 mm de largo, elipticos y
algo oblicuos; cabezuelas con 100 a 180 flores blancas de 1.2 a 2.5 cm de diametro;
flores de 4.1 a 5.3 mm de largo con pétalos libres, caliz de 2.3 a 3.1 mm y vainas
oblongas, estipitadas, en capitulos florales de 30 vainas o mas, de 11 a 25 cm de
largo por 1.2 a 2.3 cm de ancho, verdes si estan tiernas y cafés cuando maduran,
conteniendo de 15 a 30 semillas. Las semillas adquieren una forma ligeramente
eliptica, de 0.5 a 1 cm de largo por 3 a 6 mm de ancho, aplanadas, de color café
brillante, dispuestas transversalmente en la vaina. Las raices de la Leucaena son
profundas y extendidas; la raiz primaria penetra en las capas profundas del suelo y
aprovecha el agua y los minerales por debajo de la zona a la que llegan las raices

de muchas plantas agricolas (R. Zarate, 1987).
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Leucaena spp., es capaz de producir rendimientos de biomasa de hasta 12 t de
base seca (BS) en 1 afio en sistemas de cultivo en callejones (Makkar et al., 2007).
Diversos autores afirman que la Leucaena spp., tiene alta concentracién de proteina
cuando se compara con las gramineas tropicales (Bugarin et al., 2009; Gonzalez
et al., 2012; Leguizamon et al., 2010; Makkar et al., 2007; Rubio et al., 2004); no
obstante, existen diferencias dentro del género, por ejemplo en el caso de la especie
L. Leucocephala se reporta un menor contenido de taninos y fibra, el cual representa
un alimento completo de elevado valor en términos de proteina, energia,

digestibilidad y palatabilidad (Martinez et al., 2016).

Leguminosas como L. leucocephala tienen la capacidad de liberar en un tiempo
corto mas del 50% del contenido total de nutrimentos como el N, Ky el P cuando se
incorporan al suelo (Bossa et al., 2005), lo cual indica la excelente calidad de la
biomasa que estas especies poseen para ser utilizadas en la recuperacion de suelos

degradados.

3.2. Gliricidia sepium
Gliricidia sepium (Figura 2), es una leguminosa multipropdsito, utilizada como arbol
de sombra en cultivos de cacao, en barbechos, callejones, como cortina
rompevientos, como cercas y postes vivos (Vasquez & Quintero, 1995). Sus
propiedades alelopaticas son usadas en agricultura, pero se usa como forraje ya
que tiene altos rendimientos de biomasa (Francis et al., 2000). El alto potencial de
biomasa comestible y valor nutricional de la Gliricidia sepium la hacen una buena

alternativa practica y econdmica para incrementar la productividad animal y
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contribuir, de esta manera, a disminuir los costos de produccion (Clavero et al.,

1996).

Figura 2. Gliricidia sepium

Recuperado de https://enciclovida.mx/especies/188367-gliricidia-sepium

Su floracion es llamativa y frecuentemente es visitada por las abejas, dada su
condicion melifera; por esta condicion los apicultores reconocen como excelente la

miel proveniente de las flores de mata raton (Garcia, 2004).

Es una leguminosa arbodrea, perenne, caducifolia, que posee raices profundas crece
de 10 a 15 metros de altura y 40 cm de diametro que puede variar dependiendo del
ecotipo. Los tallos pueden diferir en arboles adultos y plantas jovenes siendo en los
primeros de corteza un poco fisurada de color gris verdoso a pardo verdoso y los
ultimos lisos de color gris verdoso; el tallo cuando es adulto generalmente es torcido,
de color café verdoso, resquebrajado, con ramas inicialmente erectas y luego de
algunos meses de crecimiento se disponen en angulos de 45 grados tratando de

desarrollarse en forma horizontal (Garcia, 2004).
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En base seca (BS) contiene 24% de proteina bruta, 45% de fibra, 1,7% de calcio y
0,2% de fésforo (Kojima et al., 1998). Esta planta, ademas de proveer nitrégeno,
activa la absorcion y recirculacion de los macrominerales mediante su capacidad de
extraccion del suelo. La proteina bruta de Gliricidia sepium, contiene todos los
aminoacidos esenciales, excepto los azufrados, en cantidad comparable a la
presente en alimentos como la leche, torta de soya, torta de ajonjoli y torta de
cacahuate. Diversos estudios concluyeron que la hoja de mata raton es un forraje
de mejor calidad para los bovinos criados en el trépico (Kojima et al., 1998; Vollink,
1993), gracias a su mayor contenido de compuestos nutricionales, su alto
coeficiente de degradabilidad y los bajos niveles de principios toxicos Gliricidia
sepium es bien aceptado y consumido por bovinos acostumbrados a pastorear esta

leguminosa (Urbano et al., 2006).

3.3. Guazuma ulmifolia Lam
Guazuma ulmifolia Lam. (Figura 3), conocida como guacimo o guazuma y por
numerosos otros nombres, es un arbol de tamafo pequefio o mediano y de muchas
ramas, comun en pastizales y bosques perturbados. Su distribucion va desde el
area central de México hasta el norte de Argentina. Sus frutos y follaje son
consumidos por los animales domésticos y silvestres y la madera es una fuente

importante de lefia en las areas rurales (Francis et al., 2000).
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Figura 3.Guazuma ulmifolia Lam

Recuperado de https://enciclovida.mx/especies/167551-guazuma-ulmifolia

Arbol o arbusto mediano de 2 a 15 m de altura, y hasta 30 m, con un didmetro normal
de 30 a 40 cm, y hasta 80 cm. Hojas: caducifolia, la caida de hojas se presenta en
la época seca del afo, durante un periodo corto. Flores: florece casi todo el afio,
especialmente de abril a octubre. Frutos: los frutos maduran casi todo el ano,
principalmente de septiembre a abril y permanecen durante largo tiempo en el arbol

(Kumar & Gurunani, 2019)

El guacimo es un arbol de la familia Sterculiaceae, presente en zonas tropicales de
México (Villa-Herrera et al., 2009); en Veracruz es muy abundante (Sosa & Gémez-
Pompa, 1994) y su gran adaptacion a las condiciones edafoclimaticas y de manejo
adverso, lo hacen un recurso potencial para incluirse en sistemas silvopastoriles con

el propésito de producir forraje para la alimentacion del ganado.

Las hojas tienen un contenido impresionante de nutrientes. Haciendo los calculos
con base en el peso seco, una muestra procedente de la América Central contuvo
un 18 % de proteina, 26 % de fibray 9 % de ceniza (Salazar & Quesada, 1987). El

follaje de guacima es consumido favorablemente por los rumiantes de produccion
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como vacas y borregos, los pecaries de collar y los tapires (Janzen & Janzen, 1983)
y ha sido usado para alimentar orugas de seda. Durante los periodos de sequia, los
animales consumen incluso las hojas caidas. Las flores son una fuente de néctar

para las abejas de miel (Francis et al., 2000).

Se encuentra en Campeche, Colima, Chiapas, Chihuahua, Guanajuato, Guerrero,
Hidalgo, Jalisco, Edo. México, Michoacan, Morelos, Nayarit, Oaxaca, Puebla,
Quintana Roo, San Luis Potosi, Sinaloa, Sonora, Tabasco, Tamaulipas, Veracruz y

Yucatan.

3.4. Moringa oleifera
El arbol de moringa (Moringa oleifera) (Figura 4) es originario del sur de los
Himalayas y el noroeste de la India y pertenece a la familia de las Moringaceas.
Esta especie crece en zonas tropicales por debajo de los 500 MSnm; sin embargo,
puede adaptarse a las condiciones climaticas por arriba de los 1 500 MSnm en

ausencia de heladas (Olson & Fahey, 2011).

Kenia Velasco/CONABIO

Figura 4. Moringa oleifera

https://enciclovida.mx/especies/200764-moringa-oleifera
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M. oleifera ha sido ampliamente estudiada en el area de alimentacién y medicina
humana. Las cualidades nutritivas de las hojas estan entre las mejores de los
vegetales perennes, pues presenta 27% de proteina cruda y cantidades importantes
de calcio, hierro, fésforo, y vitamina Ay C. Las hojas de moringa pueden cosecharse
durante la época seca, cuando no hay otros vegetales frescos disponibles (Folkard
& Sutherland, 1996). Se ha demostrado que aumenta el rendimiento de carne en
animales y puede combatir la desnutricion de poblaciones infantiles y maternales
desprotegidas (Fahey, 2005). También se ha reportado que las hojas tienen un
efecto antiparasitario y curativo en animales (Anwar et al., 2007). Sin embargo, la
variacion considerable en las propiedades nutrimentales de la moringa es
considerable y depende de factores genéticos, medio ambiente y métodos de cultivo

(Brisibe et al., 2009).

En los ultimos afos la hoja seca de la moringa se ha vuelto muy popular en México
y otros paises particularmente para preparar infusiones (tés) a los que se les
atribuyen propiedades antiescleréticas (Chumark et al., 2008) y antioxidante (Verma
et al., 2009). A la hoja de la moringa y los tés se le atribuyen otras propiedades
benéficas como antimicrobiana, antibacteriana, antiviral, antiparasitaria, contra el
cancer, antianémica, antidiabética y antidiurética, entre otras caracteristicas (Fahey,

2005).

3.5. Metabolitos secundarios de plantas
Las plantas producen diversos compuestos organicos que son clasificados en
metabolitos primarios y secundarios. Los metabolitos secundarios MS son

esenciales para su crecimiento, desarrollo y reproduccion. Los MS constituyen
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mecanismos de defensa contra la presencia de microorganismos patégenos vy la
depredacion por insectos o herbivoros. Ademas, son importantes en la interaccion
de la planta con su entorno, al atraer organismos que polinizan y dispersan las
semillas. Los MS de las plantas, no obstante, afectan los procesos metabdlicos de
animales y/o la tasa de crecimiento de algunos microorganismos después de su
ingestion. La presencia y concentracion de estos metabolitos puede variar entre
especies debido a factores bioticos (interaccion entre la bioquimica y fisiologia
vegetal de la planta) y abioticos (radiacion ultravioleta, disponibilidad de agua,
temperatura, composicion del suelo), el tiempo de recoleccion, el procesamiento y
almacenamiento de las muestras influyen sobre la actividad y concentracién de los

MS de plantas (Semmar et al., 2011).

Como parte de la respuesta de la defensa quimica contra el dafio que ocasionan las
heridas y el ataque de microorganismos patdgenos en las plantas se induce la
sintesis y acumulacién de compuestos de bajo peso molecular, algunos compuestos
pertenecientes a los grupos de los alcaloides, los terpenoides y los fenilpropanoides,
participan activamente matando directamente al microorganismo patégeno o
restringiendo su invasién al resto de la planta. Los conjugados de fenilpropanoides
con aminas se incorporan a la pared celular vegetal para aumentar su rigidez y
reducir su digestibilidad por insectos y vertebrados herbivoros. Asi mismo, algunos
alcaloides son neurotdxicos a insectos y vertebrados herbivoros. Es asi, como
algunos MS constituyen una parte importante de la respuesta de la defensa de las
plantas sometidas a heridas, actualmente se conocen aproximadamente 20,000

estructuras de MS que por su composicién quimica son clasificados en dos grupos
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principales: nitrogenados y no nitrogenados. Los MS que contienen nitrégeno
incluyen a los alcaloides, aminoacidos no proteicos, aminas, glucosidos
cianogénicos y glucosinolatos. Los MS no nitrogenados se dividen en terpenoides,

polifenoles, saponinas y flavonoides, poliacetilenos, policétidos y fenilpropanoides.

La biosintesis y el almacenamiento de MS o de sus precursores, ocurren en
diferentes lugares de la célula vegetal. En general, la sintesis de algunos alcaloides
y terpenos se realiza en los plastidos; los esteroles, sesquiterpenos y dolicoles se
sintetizan en el reticulo endoplasmico; mientras que la biosintesis de algunas
aminas y alcaloides tiene lugar en la mitocondria. Los compuestos solubles en agua
se almacenan en vacuolas, en tanto que los solubles en lipidos son secuestrados a
estructuras especializadas tales como ductos de resinas, laticiferos, pelos

glandulares, tricomas o en la cuticula.

Si los metabolitos secundarios se encuentran en determinadas concentraciones en
BS, al ser ingeridos por los animales pueden causar efecto negativo en su
fisiologismo, trastornos neuroldgicos, reproductivos y digestivos, papera, gangrena
e incluso la muerte. Entre los metabolitos causantes de estos efectos, se encuentran
los alcaloides, glicdsidos cianogénicos, aminoacidos téxicos y saponinas, entre
otros. Si su concentracion es superior al 2 % de BS, producen trastornos digestivos
y en érganos sensoriales, relacionados con la alimentacién y disminucién de la
acciéon de los microorganismos ruminales en la digestibilidad de la pared celular,
entre otros. Los metabolitos causantes de estos efectos son, principalmente, los

taninos y los inhibidores de proteasas y amilasas (Makkar, 2003).
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3.5.1. Saponinas
Son compuestos bioactivos encontrados principalmente en plantas, pero también
en algunos organismos marinos e insectos. De acuerdo con el caracter quimico de
la aglicona (conocido como sapogenina) las saponinas se dividen en esteroides y
triterpenoides. Los esteroides predominan en las plantas y son compuestos que
tiene 27 atomos de carbono que conforman la estructura central (ej. spirostanol y
furostanol). Por su parte las triterpenoides estan compuestas principalmente por

agliconas con 30 atomos de carbono (Tan et al., 2011).

Las saponinas son glicésidos hidrosolubles, con propiedades tensoactivas vy
hemoliticas, ya que interaccionan con el colesterol de la membrana de los
eritrocitos, ambas atribuidas a sus caracteristicas estructurales de naturaleza
anfifilica. Estos metabolitos también pueden ejercer una amplia actividad bioldgica
y farmacolégica, destacandose su efecto insecticida, anti-protozoos,
antinflamatorio, leishmanicida, anti-trichomonas, anti-agregante plaquetario,
broncolitico, hipo-colesterolémico, asi como su actividad citotoxica frente a varias
neoplasias. Estos informes situan a las saponinas entre los metabolitos secundarios

con elevado valor farmacolégico.

Segun el numero de posiciones de sustitucion de los azucares, pueden clasificarse
en monodesmosidicos (el azucar o azucares se unen por una unica posicion a la
genina) y bidesmosidicos (el azucar o azucares se unen por dos puntos a la genina).
El poder hemolitico es caracteristico de los sapondsidos triterpénicos, pero es
variable segun los sustituyentes de la estructura. Asi, los saponoésidos

monodesmosidicos son hemoliticos mientras que los bidesmosidicos no lo son
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(Lopez Luengo, 2001). Los tipos de saponinas mas encontradas son las
triterpenoides especialmente en leguminosas, sin embargo, se puede encontrar una
gran variedad de estos compuestos con diferentes propiedades Dbioldgicas
dependiendo de la modificacion en la estructura de su anillo y el numero de

azucares adheridos (Tan et al., 2011)

Las saponinas permiten disminuir la metanogénesis indirectamente al reducir la
poblacién de protozoarios. Una parte de las bacterias metanogénicas del rumen se
encuentran asociadas a los protozoos ciliados. El porcentaje del metano generado
en el rumen que es producido por estas bacterias metanogénicas ligadas a los
protozoos se situa entre un 25 y un 50%. La formacién de metano es una ruta de
captura del hidrogeno generado en la fermentacion anaerobia del sustrato. Con
dietas ricas en concentrado, los protozoos generan gran parte del hidrégeno que se
libera en el rumen, y que queda a disposicion de las bacterias asociadas para la
formacion de metano (Thakur etal., 2011). Las saponinas eliminan a los
protozoarios formando complejos con esteroles en la superficie de sus membranas
deteriorandolas hasta que finalmente se desintegran (Ushida et al., 1997).También
se ha sugerido que las saponinas reducen la produccion de metano por otras vias.
Por ejemplo, se ha reportado que la fruta tropical Sapindus saponaria redujo la
produccion de metano en liquido ruminal normal en 14 y 29 %, demostrando que el
efecto no depende totalmente de la reduccion del conteo de protozoarios (Hess
et al., 2003). Ademas, es conocido que las saponinas favorecen la produccion de
una mayor proporcion de propionato, resultando en una menor oferta de hidrogenos

necesarios para la produccion de metano (Patra & Saxena, 2010).

22



3.5.2. Flavonoides
Los flavonoides son pigmentos naturales presentes en los vegetales y que protegen
al organismo del dano producido por agentes oxidantes, como los rayos
ultravioletas, la polucion ambiental, sustancias quimicas presentes en los alimentos,
etc. Los flavonoides forman parte de los compuestos fendlicos policiclicos, los
cuales derivan del fenol, que es un compuesto aromatico con un grupo hidroxilo; asi
mismo, se definen como pigmentos aromaticos heterociclicos que contienen
oxigeno y que dan color amarillo, rojo y azul a las plantas y frutas (Cruz Carrillo &
Lizarazo Cely, 2016). Por lo general, los flavonoides se encuentran principalmente
en plantas y muy poco en hongos y algas, en sus partes aéreas en diferentes

concentraciones, aunque en algunos casos también en la raiz (Pérez Trueba, 2003)

Los flavonoides estan ampliamente distribuidos en plantas vasculares y bridfitas, y
han sido reportados 5,000 tipos de flavonoides como constituyentes naturales, por
lo que podemos encontrarlos en los forrajes que sirven de alimento a los rumiantes.
Estos metabolitos secundarios se encuentran abundantemente en las partes aéreas
jévenes y mas expuestas al sol, como son: hojas, frutos y flores, ya que la luz solar
favorece su sintesis, responden a la luz y controlan los niveles de las auxinas
reguladoras del crecimiento y diferenciacién de las plantas, confieren coloracion, lo
que puede contribuir a los fendmenos de polinizacion y tienen una importante
capacidad para fijar metales como el hierro y el cobre (Galicia-Jiménez et al., 2011).
Ademas, estan implicados en interacciones directas con el transporte y la via de
traduccidon de sefales, en la regulacién transcripcional, en la expresion de genes

endégenos. Otra funcién relevante de los flavonoides se ha observado en la
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interaccidn planta-microorganismo, donde ellos tienen el papel principal como
molécula, sefal repelente o atrayente de bacterias patdgenas o benéficas,
respectivamente. Cabe recalcar que todas las interacciones planta-microorganismo
o huésped-parasito implica un reconocimiento mutuo entre sustancias secretadas
por la planta o el huésped y por el microorganismo, es decir, un dialogo molecular

donde se intercambian sefales (Galicia-Jiménez et al., 2011).

Las principales clases de flavonoides son: 1) flavonas (estructuras basicas) por
ejemplo: luteolina, la apigenina, diosmetina, crisoeriol, tangeretina, sinensetina,
gardenin, vitexina y baicaleina; 2) flavonoles (que tiene un grupo hidroxilo en la
posicion 3 ) por ejemplo: kaempferol, quercetina, galangina, datiscetina, morin,
robinetina; isorhamnetina, tamarixetina, quercetagetina y miricetina; 3) flavanonas
(enlaces saturados en las posiciones 2-3) por ejemplo: hesperetina, taxifolina,
eriodictiol y naringenina. Las plantas que contienen flavonoides no solo reducen la
produccion de metano, también estimulan el metabolismo microbial; en un estudio
en donde se evaluo el efecto de L. officinalis y E. arvense, plantas ricas en
flavonoides, se observd que la adicion de extractos de ambas plantas mejoran la
tasa de fermentacion en un 50% a través de un aumento de la liberacién de acetato
y propionato, reduciendo de esta manera la produccién de metano (Patra & Saxena,
2010). Los rumiantes obtienen su energia necesaria por la gluconeogénesis (AGV:
propionato, butirato, acetato). El propionato es utilizado por el rumiante para la
formacion de glucosa, el acetato y butirato forman grasas o energia, si un rumiante

ya ha cumplido el requerimiento de glucosa puede formar grasa o glucégeno.
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4. JUSTIFICACION

Durante el acondicionamiento nutricional del ganado, principalmente rumiantes, se
emplean técnicas de pastoreo, corte de pastos, suministro de forraje, entre otros,
donde se involucran especies de arboreas, forrajeras y leguminosas, especies como
Leucaena leucocephala, Gliricidia sepium, Guazuma ulmifolia Lam, Moringa
oleifera, frecuentan la lista de las plantas utilizadas como alternativa para la
alimentacion ruminal, debido a sus cualidades nutricionales, disponibilidad de
cosecha, venta y facilidad de comercio, lo que las convierten en una opcion
accesible para los productores. Conocer las caracteristicas nutricionales de cada
planta es fundamental para poder administrar una dieta correcta y continuar con la
investigacion de los efectos directos del consumo de los metabolitos secundarios
presentes en las hojas, asi como la cantidad de macronutrientes disponibles en la

dieta ruminal.

Las interacciones entre el disolvente y la molécula de extraccidén estan en funcién
de sus caracteristicas quimicas. Las saponinas y flavonoides son metabolitos con
particularidades quimicas y con estructuras distintas. La capacidad de cada
disolvente para poder extraer los metabolitos secundarios depende de su polaridad
y concentracién. Estandarizar la metodologia de extraccion de los metabolitos en
cada hoja, permite tener un control sobre el analisis de composicion de las plantas

con particular interés en la industria ganadera.
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5. HIPOTESIS

Hi:

Los disolventes empleados con diferentes polaridades y concentraciones

provocan un efecto directo en el rendimiento de la extraccion de las saponinas y

flavonoides en Leucaena leucocephala, Gliricidia sepium, Guazuma ulmifolia Lam,

Moringa oleifera

Ho: Los disolventes empleados con diferentes polaridades y concentraciones no

tienen efecto directo en el rendimiento de la extraccion de las saponinas y

flavonoides en Leucaena leucocephala, Gliricidia sepium, Guazuma ulmifolia Lam,

Moringa oleifera

6. OBJETIVO

6.1. OBJETIVO GENERAL
Analizar el efecto del disolvente en funcién de la concentracién y polaridad sobre
la extraccion de saponinas y flavonoides en Leucaena leucocephala, Gliricidia

sepium, Guazuma ulmifolia Lam, Moringa oleifera

6.2. OBJETIVOS PARTICULARES

Comparar el uso de distintos disolventes a distintas concentraciones para la
mejor extraccion de saponinas y flavonoides en las plantas forrajeras (Leucaena
leucocephala, Gliricidia sepium, Guazuma ulmifolia Lam, Moringa oleifera).
Determinar el mejor disolvente a la concentracion 6ptima para la extraccion de
saponinas y flavonoides en cada especie (Leucaena leucocephala, Gliricidia

sepium, Guazuma ulmifolia Lam, Moringa oleifera).
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e Obtener la combinacién adecuada del disolvente y concentracion para la
extraccion de saponinas y flavonoides para cada una de las especies (Leucaena

leucocephala, Gliricidia sepium, Guazuma ulmifolia Lam, Moringa oleifera).

7. METODOLOGIA

Las hojas de Leucaena leucocephala, Gliricidia sepiumy de Guazuma ulmifolia Lam
se recolectaron en el Campo Experimental “Tuxpan”, en Iguala de la Independencia,
Guerrero, perteneciente al Instituto de Investigaciones Forestales, Agricolas vy
Pecuarias (INIFAP). Mientras que las hojas de Moringa oleifera se colectaron en
Apipululco, Municipio de Cocula, Guerrero con un proveedor local. Las hojas se
secaron a la sombra y se enviaron al laboratorio de bromatologia |l del DNAB,

FMVZ, en donde se molieron y almacenaron hasta su analisis.

Se realiz6 el analisis quimico proximal de las hojas de acuerdo con la siguiente

metodologia.

7.1. Analisis quimico proximal
Un analisis quimico proximal tiene como obijetivo la identificacién de la cantidad de
macronutrientes presentes en un alimento, como lo son la humedad, proteina,
grasas y cenizas. Las técnicas empleadas para cuantificar cada macronutriente
dependeran de la matriz alimenticia que se desea analizar, de manera general, se
utilizan las técnicas oficiales de la AOAC (Asociation of Oficial Analytical Chemists).

(Feldsine et al., 2002).
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7.1.1. Cenizas
La ceniza de un alimento es el residuo inorganico que queda después de la
combustion de la materia organica. El valor de cenizas es considerado un criterio
util para la identificacion de la autenticidad de un alimento ya que puede detectar la
presencia de adulterantes. Su determinacion consiste en llevar las muestras a una
carbonizacién para después realizar la incineracion en una mufla. El total de cenizas

es obtenido por diferencia de peso.

La determinacion de cenizas se realiz6 triplicado donde para cada repeticion se
empled 1 g de muestra que se deposité en crisoles, los cuales se mantuvieron
previamente en una estufa a 100°C hasta peso constante. Posteriormente, las
muestras se incineraron en mufla a 500°C durante 24 horas, los crisoles se dejaron
enfriar en la mufla apagada y posteriormente se colocaron en el desecador hasta

llegar a temperatura ambiente para su pesado final.

Material empleado:

» Crisol
> Mufla
> Balanza analitica
> Estufa

> Espatula

Algoritmo matematico para el calculo de cenizas:

[g de crisol cenizas] — [g de crisol] = [g de cenizas]
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[g de cenizas * 100]

= % de cenizas
g de muestra]

7.1.2. Humedad
La cantidad de agua presente en un alimento es un factor importante de conocer,
las interacciones microbiolégicas dependen de la cantidad de agua libre presente
en el alimento, las interacciones entre los macronutrientes dependen del agua ligada
presente en él. La metodologia empleada para la determinacion de humedad es por
secado. La determinacién de pérdida de peso debida a la evaporacion de agua en
el punto de ebullicion o temperaturas cercanas. El método se basa en la
determinacion gravimétrica en la que se determina la diferencia de peso entre la
muestra antes de entrar al horno y después de ser secada a temperatura constante.

El porcentaje de humedad se calcula por diferencia de peso.

Para esta determinacion se realizo triplicado donde para cada repeticiéon se empled

2 gramos de muestra para cada planta, y se mantuvo a 50°C por 24 horas
Material:

> Charola
> Horno
> Balanza

> Espatula
Algoritmo matematico para el calculo de humedad.
[g de (charola + muestra secada)] — g de la charola = g de muestra seca

[g de muestra — g de muestra seca] = [g de humedad]
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[g de humedad * 100]

= % de humedad
g de muestra]

7.1.3. Extraccion de grasa cruda
La extraccidon de muestras sélidas con disolventes, generalmente conocida
como extraccion soélido-liquido o lixiviacion, es un método muy utilizado en la
separacion de analitos de muestras sélidas. EI método de extraccion sélido-

liquido o Soxhlet, necesita un aporte de calor.

La extraccion Soxhlet ha sido (y en muchos casos, continua siendo) el método
estandar de extraccion de muestras solidas mas utilizado desde su disefio en el
siglo pasado, y actualmente, es el principal método de referencia con el que se
comparan otros métodos de extraccion. Ademas de muchos métodos de la EPA
(U.S. Environmental Protection Agency) y de la FDA (Food and Drugs
Administration) utilizan esta técnica clasica como método oficial para la

extraccion continua de grasa cruda en sélidos.

En este procedimiento las muestras solidas finamente pulverizadas se colocaron
en un cartucho de material poroso que se situa en la camara del extractor
Soxhlet. Se calienta el disolvente, situado en el matraz, se condensan sus
vapores en el refrigerante y caen, gota a gota, sobre el cartucho que contiene la
muestra, extrayendo los analitos solubles. Cuando el nivel del disolvente con los
analitos disueltos asciende por el sifén y alcanza la parte retorna al matraz de
ebullicion. Este proceso se repite hasta que se completa la extraccion de las

grasas y analitos poco polares de la muestra y se concentran en el disolvente.
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Para las muestras de cada hoja se realizo triplicado donde para cada repeticion
se empled 3 gramos de muestra y se mantuvo en extraccion 5 horas y se empled

éter como disolvente de extraccion.

Materiales:

» Matraz de bola a peso constante
> Eter

> Equipo Soxhlet

» Mangueras

> Refrigerante.

» Cartucho o dedal de extraccion.

> Perlas de ebullicion

Algoritmo matematico para el calculo del porcentaje de grasa

[g de (matraz + perlas de ebullicion + grasa)] — g (Matraz + perlas)

= g de grasa.

[g de grasa = 100]

=05d
[g de muestra htimedal % de grasa

7.1.4. Proteina Kjeldahl
El método Kjeldahl mide el contenido en nitrogeno de una muestra. El contenido en
proteina se puede calcular seguidamente, presuponiendo una proporcion entre la
proteina y el nitrogeno para el alimento especifico que esta siendo analizado, tal y
como explicaremos mas adelante. Este método se puede dividir en 3 etapas:

digestion o mineralizacion, destilacion y valoracion. El procedimiento por seguir es
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diferente en funcion de si en la etapa de destilacion el nitrogeno liberado es recogido
sobre una disolucion de acido borico o sobre un exceso conocido de acido
clorhidrico o sulfurico patron. Ello condiciona la forma de realizar la siguiente etapa

de valoracion, asi como los reactivos empleados.

(a) Etapa de digestion: un tratamiento con acido sulfurico concentrado, en presencia

de un catalizador y ebullicion convierte el nitrégeno organico en ion amonio.

Procedimiento: Se introducen de 1 a 5 g de muestra en un tubo de mineralizacion y
se agregan 3 g de catalizador que suele estar constituido por una mezcla de sales
de cobre, Oxido de titanio u 6xido de selenio. De forma habitual se utiliza como
catalizador una mezcla de K2SO4: CuSO4: Se (10:1:0,1 en peso). Después se
adicionan 10 mL de H2SO4 concentrado y 5 mL de H20:2. Posteriormente se digiere
a 420 °C durante un tiempo que depende de la cantidad y tipo de muestra. Se sabe
que la digestion ha terminado porque la disolucion adquiere un color verde
esmeralda caracteristico. En esta etapa, el nitrégeno proteico es transformado en
sulfato de amonio por accién del acido sulfurico en caliente. En la actualidad, para
llevar a cabo este proceso se emplean digestores automaticos que son capaces de

digerir un numero determinado de muestras al mismo tiempo.

(b) Etapa de destilacion: se alcaliniza la muestra digerida y el nitrogeno se
desprende en forma de amoniaco. El amoniaco destilado se recoge sobre un exceso

desconocido de acido bodrico.

Procedimiento: Después de enfriar se adicionan al tubo de digestion 50 mL de agua

destilada, se pone en el soporte del destilador y se adiciona una cantidad suficiente
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de hidroxido de sodio 10 N, en cantidad suficiente (50 mL aprox.) para alcalinizar
fuertemente el medio y asi desplazar el amoniaco de las sales amonicas. El
amoniaco liberado es arrastrado por el vapor de agua inyectado en el contenido del
tubo durante la destilacion, y se recoge sobre una disolucion de acido borico (al 4

% plv).

(c) Etapa de valoracion: La cuantificacion del nitrégeno amoniacal se realiza por
medio de una volumetria acido-base del i6n borato formato, empleando acido
clorhidrico o sulfurico y como indicador una disolucién alcohdlica de una mezcla de

rojo de metilo y azul de metileno.

Los equivalentes de acido consumidos corresponden a los equivalentes de

amoniaco destilados.

El método se basa en la determinacion de la cantidad de Nitrégeno organico
contenido en la muestra, consta de 2 pasos: a) La descomposicion de la materia
organica bajo calentamiento en presencia de acido sulfurico concentrado y
catalizador. b) Determinacion de la cantidad de amoniaco obtenido de la muestra

por medio de una titulacién con HCI 0.1 eq/L(A.O.A.C., 2005b).

Material y reactivos

Estufa a 100°C
Balanza analitica
Campana de extraccion

Digestor Tecator

vV VvV VY V VY

Destilador
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Espatula

Matraces de Kjeldahl de 800 mL
Matraces Erlenmeyer de 250mL
Probeta de 50 mL

Bureta de 50 mL

Agua destilada

vV V VYV V¥V V¥V V V

Pastillas para digestion (K2SO4, CuSO4 5 H20: Se (10:1:0,1 en peso). sulfato

de potasio, sulfato de cobre pentahidratado y Selenio negro metalico en polvo

Y

NaOH (32%)
» HCI (0.1 eq/L) valorado
> Acido bérico al 4%con indicadores verde de bromocresol (0.033%) y rojo de

metilo (0.066%)
Procedimiento

Se peso6 1g de muestra original, se realizé triplicado y un blanco, donde en cada
repeticion se colocd en los matraces de Kjeldahl, se le agregd 1 g de la mezcla
de selenio, sulfato de cobre-5H20, ¥ sulfato de potasio (en la proporcién
previamente indicada), y 20 mL de acido sulfurico concentrado. Se colocaron los
matraces en el digestor previamente precalentado a 400°C, se puso la tapa por
la que los gases llegan a la trampa de gases. Se mantuvo en calentamiento
hasta que se degradé la materia organica y el liquido contenido cambiara a un
color verde translucido. Se dejaron enfriar los tubos y se llevaron al destilador

donde se recibid el producto de la destilacion en matraces Erlenmeyer de 250
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mL para proceder a la titulacion con HCI (0.1 eq/L) hasta obtener un vire rosado.

Junto con las muestras se realizé un Blanco
Algoritmo matematico para el calculo de proteina:

mLde HCl — Blanco eqHCl leqgN 14 gN

0,1 100% * 6.25
(g muestra himeda) i 1000mL i leqHCL i legN i ox

cruda

= %Proteina —
g muestra himeda

16g de nitrogeno / 100 g de proteina, entonces el factor de proteina es de 6.25

(100g/169)

7.2. Extraccion de metabolitos secundarios
7.2.1. Preparacion de la muestra

Las hojas de Leucaena leucocephala, Gliricidia sepium, Guazuma ulmifolia lam y
Moringa oleifera se molieron empleando un molino de café y se pasaron a través de
un tamiz de malla 60. Se pesaron 3 g de muestra seca y se desengrasaron en
Soxhlet empleando éter como disolvente, la muestra desengrasada y seca en estufa
a 50°C por 6 horas y se almaceno¢ en frascos de vidrio hasta su uso.
7.2.2. Obtencion de extractos

Para la extraccion de metabolitos secundarios durante el presente estudio se
emplearon tres disolventes: etanol, metanol y acetona a tres concentraciones: 100,
75y 50%, de acuerdo con lo reportado previamente (Do et al., 2014). La extraccion
de MS se realiz6 por triplicado, se pesaron 200 mg de muestra desengrasa y seca
y se adiciono en un matraz Erlenmeyer de 250 mL se adiciona 20 mL de disolvente.

Las muestras se sonicaron (Ultrasonic cleaner, marca Branson B-32 117volt y 150
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watts) durante 20 minutos a temperatura ambiente pasado ese tiempo el contenido
del matraz se transfiere a tubos conicos de 50 mL y se centrifugaron durante 10
minutos a 3000 g a 4°C. Se recolecto el sobrenadante y la pastilla resultante se
regresé al matraz en donde se repitié el proceso de extraccion para volver al inicio,
el proceso se realiz6 dos veces con la misma metodologia, obteniendo 40 mL totales

del extracto (Makkar, 2003).

Posteriormente el extracto se concentr6 empleando un rotavapor a 45°C y las
muestras se liofilizaron durante 24 horas, pasado ese tiempo el producto liofilizado

se almacend en frascos ambar hasta su uso.

7.3. Determinacion de metabolitos secundarios

7.3.1. Cuantificacion de saponinas
El contenido de saponinas se determind mediante la técnica de vainillina-acido
sulfurico. Este ensayo espectrofotométrico se basa en la reaccion de hidrdlisis de
saponinas triterpénicas o esteroidales que al reaccionar con el acido sulfurico se
rompen los enlaces glucosidicos y por otro lado la vainillina oxida la aglicona o
genina presente en la saponina la cual produce una coloracion rojo purpura, medido

en longitudes de onda entre 415- 560 nm (Du et al., 2018).

Se pesaron 10 mg del extracto liofilizado y se disolvio en 2 mL de metanol, la
resuspencion se llevd a una concentracidn de [5 mg/mL]. Se realizdé una curva
estandar de Escina/vainillina, de concentraciones de 1.25-10 mg/mL. Para realizar
la curva patron se preparo un stock de Escina a una concentracion [10 mg/mL], para
obtener diluciones seriadas, de [5 mg/mL], [2.5 mg/mL], [1.25 mg/mL]. Para las

muestras se tomaron 0.25 mL del extracto a la concentracion de [5 mg/ml], se
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adicionaron 0.5 mL de vainillina (8%), se homogeneizaron con A ayuda de un vortex,
posteriormente se adicionaron 2.5 mL de H2SO4 al 72%, para posteriormente
incubar a 60°C/15 min, con agitacidon constante, pasado este tiempo la muestra se
enfrié para proceder la medicion en el espectrofotometro a 560 nm, este tratamiento
fue realizado por triplicado para las muestras, la curva y el blanco. La cantidad de
saponinas en los extractos se expresé como mg eq de Escina /gramo de base seca

(BS).

En la Figura 5, se ilustra el procedimiento para la determinacién de saponinas

0.25 mL de

extracto (0.5mL) vainillina .
(5mg/mL) (8%)
liofilizado

Homogenizar

\ 4

Lectura a 560nm
contra un blanco
de reactivos

incubar 60°C/15 2.5mL de H,SO,
min + agitacion (72%)

Figura 5. Procedimiento aplicado a la curva, muestras y blanco para cuantificacion

de saponinas por el método de vainillina-acido sulfurico.
7.3.2. Cuantificacion de flavonoides
Las flavonas y flavonoles, desde el punto de vista reactivo, forman complejos
estables con el cloruro de aluminio y son susceptibles de analizar mediante

espectrofotometria ultravioleta-visible (Grosso et al., 2007). Debido a lo anterior, el
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contenido de flavonoides se determiné usando quercetina como compuesto de
referencia. Las muestras diluidas se mezclaron con cloruro de aluminio y acetato de
potasio. La absorcion a 415 nm se leyo en un espectrofotometro después de 30
minutos a temperatura ambiente. Se prepard una solucion estandar de quercetina,
con una solucion stock a una concentracion de 1 mg/mL, de la cual se hicieron
diluciones a [0.5 mg/mL], [0.25 mg/mL], [0.125 mg/mL], [0.0625 mg/mL], y se
incluyeron los valores del blanco. Todas las determinaciones se efectuaron por
triplicado. La cantidad de flavonoides en los extractos se expresdé como mg eq de

quercetina /gramo de base seca (BS).

Se pesaron 10 mg del extracto liofilizado y se disolvié en 2 mL de etanol, se tomaron
2 mL de la muestra a una concentracion de [5 mg/ml]. Para la muestra y la curva se
adicionaron 0.1 mL de cloruro de aluminio al 10%, homogenizando la adicion con
ayuda de un vortex, posteriormente se adiciona 0.1 mL de acetato de potasio al
0.1mM, para posteriormente dejarlo reposar 30 min/TA (temperatura ambiente) en
cuarto obscuro y realizar la medicién en el espectrofotdmetro a 415nm este
tratamiento fue realizado para las muestras, la curva y el blanco. En la Figura 6 se

presenta el procedimiento para la determinacion de flavonoides.
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Homogenizar

\ 4

2 mL de extracto 0.1mL de cloruro de
(5mg/mL) liofilizado aluminio (10%)

Lectura a 415nm
contra un blanco de
reactivos

Reposar 30min/TA 0.1 mL acetato de
en obscuridad potasio[0.1 mM]

Figura 6. Procedimiento aplicado a la curva, muestras y blanco para cuantificacion

de flavonoides utilizado como referencia quercetina

Los datos obtenidos fueron asignados a un disefio experimental completamente al
azar con arreglo factorial, de dos factores con tres niveles (3x3), 3 tipos de
disolvente de extracciéon y como segundo factor 3 concentraciones del mismo. Los
datos obtenidos se analizaron con Rstudio [Rstudio Team, 2020]. Primero se
corroboraron los supuestos de independencia estadistica, homogeneidad de las
varianzas Yy la distribucion normal de los datos. Posteriormente, se compararon las
medias de los tratamientos en un analisis de Tukey, utilizando la biblioteca Agricolae
y una rutina del modelo lineal (Im). Los datos se analizaron de acuerdo con el

siguiente modelo [Cochran y Cox, 1992]

Yijk = p +ai +Bj + (aPf)ij +cijk
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En el modelo, Yijk es la variable respuesta del i-ésimo tipo de disolvente, la j-ésima
concentracion, en la k-ésima repeticion, y es la media general, ai es el efecto del
disolvente utilizado, fj es el efecto de la concentracion del disolvente, (af)ij el
efecto de interaccion entre los dos factores y «ijk es el error aleatorio. Las graficas

presentadas en los resultados se realizaron con la biblioteca ggplot de Rstudio.
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8. RESULTADOS Y DISCUSION
8.1. Analisis quimico proximal
En la Tabla 1 se presentan los resultados de la composicion quimica de las cuatro

hojas evaluadas en el presente estudio, como se observa el contenido de cenizas,

grasa y proteina es diferente entre las especies.

Tabla 1. Analisis quimico proximal (AQP) de hojas de Leucaena leucocephala,

Gliricidia sepium, Guazuma ulmifolia Lam y Moringa oleifera

. Carbohidratos | Cenizas | Grasa | Proteina | Humedad
Hoja %
Leucaena leucocephala 3.26 + 0.29° 0.46+ 0.02¢ | 0.52 + 0.30° 1.24 £ 0.16°¢ 94.50 + 0.29°
Gliricidia sepium 2.6 £0.03° 0.61+£0.072 | 0.56 + 0.342 1.35+0.322 94.78 £ 0.03¢
Guazuma ulmifolia Lam 3.22+0.332 | 0.59+0.02° | 0.53+0.12° 1.05 + 0.42¢ 94.58 + 0.332
Moringa Oleifera 3.40 £ 0.15¢ 0.61+0.18° | 0.19 +0.12¢ 1.42 +0.05° 94.35 £ 0.15¢

Los valores son la media + SEM, n=3 por hoja. Medias en una columna sin letra comun difieren entre si, P< 0.05. Las diferencias se determinaron
mediante ANOVA de una via, se us6 prueba Tukey como post-hoc

Consideracioén adicional.

Para las metodologias que correspondientes al AQP, las muestras fueron
analizadas en base humeda; Por lo que se considera el siguiente algoritmo

matematico.

Macronutriente muestra seca

* 100%

9 100g muestra seca "9 100g muestra original

g Mracronutriente

~ 100 g Muestra original
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Donde:

g muestra seca = (100 g muestra — g humedad)

Estudios previos han demostrado que el contenido de proteina en la hoja de Moringa
oleifera varia de acuerdo con su estado fenolégico siendo mayor después de seis
afnos (25.74%) (Pérez et al., 2010), este valor coincide con lo detectado en el
presente estudio por lo que podemos especular que las muestras se obtuvieron de
arboles en ese estado fenoldgico. Debido a su alto contenido de proteina Moringa
oleifera es una planta con alto valor nutricional, lo que permite su uso en la

alimentacién de rumiantes, aves, peces y cerdos (Garavito, 2008).

Gliricidia sepium es una leguminosa arbdrea que presenta un alto contenido de
proteina bruta, la cual se reporta en un rango de 18.8-27.6% en las hojas y de 14.1-
25% en tallos tierno (Garavito, 2008). Nuestros resultados demuestran que el
contenido de proteina en Gliricidia sepium es de 25.97%, valor que se encuentra
dentro de los rangos reportados en la literatura. El contenido de ceniza reportado
por Araque et al., (2006) indica una tendencia decreciente en funcion de la edad en
la planta alcanzando valores de 10.5% a 3 meses hasta 8.3% a 12 meses, este
porcentaje se encuentra repartido entre algunos componentes como calcio,
magnesio, manganeso, zinc, fosforo, potasio e hierro. Los resultados obtenidos en
esta investigacion son de 11.86%, las condiciones de corte y recoleccion de
muestra, asi como su edad y estado fenoldgico se desconocen, sin embargo,
sugieren ser las condiciones que interfieren al obtener una medicion mayor en

cuanto a contenido de ceniza.

42



Las hojas de Guazuma ulmifolia Lam analizadas durante este proyecto contienen
un total de 19.49% de proteina bruta. Vargas & Elvira (1994) suministraron una dieta
controlada de esta planta a rumiantes en produccion, ellos reportan un contenido de
proteina bruta del 18.7%. Las caracteristicas composicionales de esta planta
también estan ligadas a la digestibilidad y aprovechamiento de nitrégeno en la dieta.
Nuestros resultados de proteina concuerdan con lo reportado por los
investigadores; sin embargo, la concentracion de ceniza obtenidos durante este
analisis es de 11.06%, y lo reportado por los investigadores, 9.6%. Lo que sugiere

una ligera variacion en cuanto a concentraciones de minerales.

Leucaena leucocephala es una leguminosa tropical de conocido y elevado valor
nutritivo para los rumiantes, asi entonces es un forraje valioso como ingrediente en
raciones para el ganado. Santiago Figueroa et al., (2016) analizaron la variaciéon de
la composicidén quimica y valor nutricional de L. leucocephala a través de la edad de
la planta; Sus resultados de proteina 23.74% y ceniza 10.3%. La cuantificacién que
se llevo a cabo en el presente analisis arroja los siguientes resultados: 8.54 % de
ceniza y 22.56% de proteina. Las leguminosas son capaces de sintetizar altos
niveles de proteina cruda con una tasa relativamente baja de disminucién de este
componente a medida que la planta madura, por ello la variacion de los resultados

entre esta investigacion y los encontrados en la literatura.

8.2. Cuantificacién de saponinas y flavonoides
A continuacion, se presentan los resultados de la cuantificacion de metabolitos

secundarios en las hojas analizadas.
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8.2.1. Saponinas y flavonoides en Leucaena leucocephala
En la Figura 7A se reporta el contenido de saponinas en las hojas de Leucaena
leucocephala, como se puede observar, el mayor contenido (p<0.05) de saponinas
se obtuvo empleando como disolvente de extraccion metanol 100% (6.86+0.002mg/
g de BS), seguido por acetona 75% (6.77+0.003 mg/g BS). El menor contenido de
saponinas (p<0.05) se obtuvo cuando se empleé metanol 75% (0.87+0.001 mg/g

BS). Se ha reportado que el contenido de saponinas en Leucaena leucocephala es

de 7 mg/g BS.
d ——
_ g b
56 e o c
= ® 0.75- d
= f £
g a Disolvente
b 1 R—
@ o I Etanol 50%
":.4 e} [] Etanol 75%
o g 0.501 E Etanol 100%
g o Metanol 50%
£ E f e i Metanol 75%
@ 0 . g|n Metanol 100%
Z | q g H J I Acetona 50%
=2 O 0.25/ Acetona 75%
2 z B Acetona 100%
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<
D J
L
0 i 0.00+ —

Figura 7. (A) Comparacion de la extraccion de saponinas y (B) flavonoides por

distintos disolventes a distintas concentraciones en la hoja L. leucocephala

El analisis de Tukey muestra las diferencias entre tratamientos. Los tratamientos con literales diferentes
(abcdefghi) son diferentes estadisticamente (P<0.05). En el presente analisis la interaccion entre la
concentracion del disolvente y el tipo de disolvente utilizado se considero significativa con un valor de P<0.05.

En esta planta la mayoria de las saponinas se encuentran glicosiladas entonces su

polaridad varia de acuerdo con el tipo de carbohidrato unido (Lopez Luengo, 2001).
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En el presente estudio el mayor rendimiento de extraccion se obtuvo con un
disolvente polar a una alta concentracion (metanol 100%), lo que indica que
probablemente los carbohidratos unidos a las saponinas de esta especie, en
particular de Leucaena leucocephala son azucares reductores. Dago Duefias et al.,
(2020) después de realizar un tamizaje fitoquimico reportaron la presencia de
saponinas y carbohidratos reductores en esta planta. Lépez Luengo, (2001) indica
que las saponinas son heterésidos que constan de una parte glucidica (con uno o
mas azucares) y de una genina (parte no glucidica) denominada sapogenina, que
puede ser de naturaleza esteroide o triterpénica. Los azucares mas frecuentes
constituyentes de las saponinas son la glucosa, arabinosa, ramnosa, galactosa y
xilosa (Bossa et al., 2005). Es necesario efectuar mas estudios para identificar los

azucares presentes en las saponinas de Leucaena leucocephala.

Por sus caracteristicas nutricionales Leucaena leucocephala, es una hoja viable
para la implementacion de proteina en la dieta ruminal asi como buena fuente de

saponinas. (Verdecia et al., 2012).

Verdecia et al., (2012) desarrollaron una investigacion en torno a la variacién de la
concentracion de saponinas y proteinas en las hojas de Leucaena leucocephala
tomando a consideracion factores como la edad de las hojas y la disponibilidad de
agua con las que contaba la planta. Los niveles de saponinas reportados son 6-8%
en hojas y tallos cuando las plantas son jévenes (60 dias); Los niveles de proteina
reportados son de 22% a la misma edad. Sin embargo estos valores son

determinados por las condiciones de crecimiento de la planta.
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Las caracteristicas de las saponinas en Leucaena leucocephala indican un caracter
medianamente polar, debido a que la mayor extraccion de este metabolito es con la
combinacion del disolvente metanol al 100%, ya que la acetona tiene un caracter

mas apolar, las interacciones con este disolvente no fueron las de mayor extraccion.

En el caso de los flavonoides presentes en Leucaena leucocephala (Figura 7B),
observamos una mayor extracciéon empleando metanol al 100%. Quimicamente, los
flavonoides poseen dos anillos bencénicos unidos por una cadena corta de tres
carbonos (C6 C3 C6 o difenilpropano), por lo que contienen 15 carbonos y presencia
de grupos hidroxilo, lo que le confiere un caracter polar (Galicia-Jiménez et al.,
2011). Las caracteristicas antioxidantes de los flavonoides permiten estimular la
digestion microbiana en el rumen, aunque las concentraciones de este metabolito
en particular son relativamente bajos en Leucaena leucocephala 0.84+0.002mg/g
BS su presencia en la dieta ruminal es de particular interés por la estimulacién de
algunas rutas metabdlicas presentes en la digestién ruminal (Pérez Trueba, 2003).
Sin embargo, los niveles presentes de flavonoides en Leucaena leucocephala son
solo ilustrativos, pues no hay evidencia que a esas concentraciones tenga un efecto

notorio en la digestién ruminal (Martinez et al., 2016).

8.2.2. Saponinas y flavonoides en Gliricidia sepium
En las hojas de Gliricidia sepium que fueron utilizadas para este analisis, se logré
extraer y cuantificar la concentracion maxima (p<0.05) de 7.48+0.003 mg/g BS en
saponinas y 0.39£0.001 mg/g BS en flavonoides, y en ambos casos la acetona al
75% es el mejor disolvente de extraccidon; EI menor porcentaje de extraccidon

(p<0.05) se obtuvo con metanol al 100% para saponinas con valor de 1.33+0.002
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mg/g BS; en el caso de los flavonoides el menor valor de extraccion (p<0.05) es de

0.20+£0.006 mg/g BS con metanol al 50%, en las Figuras 8A y 8B se ilustra este
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i Metanol 75%
Metanol 100%
e I Acetona 50%
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Figura 8. (A) Comparacién de la extracciéon de saponinas y (B) flavonoides por

distintos disolventes a distintas concentraciones en la hoja Gliricidia sepium

El analisis de Tukey muestra las diferencias entre tratamientos. Los tratamientos con literales diferentes
(abcdefghi) son diferentes estadisticamente (P<0.05). En el presente analisis la interaccion entre la
concentracion del disolvente y el tipo de disolvente utilizado se considero significativa con un valor de P<0.05.
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Las caracteristicas de polaridad de la acetona permiten la extracciéon de compuestos
poco polares, sin embargo, por este mismo atributo del disolvente es que se ve
afectado el poder surfactante de las saponinas, asi entonces la acetona al 100% no
obtuvo la mayor extraccion, y la concentracion al 75% de acetona-agua, tuviera las
caracteristicas de polaridad correctas para extraer el tipo de saponinas presentes
en Gliricidia sepium. Los niveles de menor extraccién de flavonoides y saponinas
fueron con metanol a distintas concentraciones dada la naturaleza de estas

estructuras en funcién de su polaridad y sustituyentes hidrofilicos.
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(Galindo et al., 1989) reportan en un estudio cualitativo que, las concentraciones de
saponinas en Gliricidia sepium son de bajas a moderadas, factor que no interviene
negativamente en la dieta ruminal, coincidiendo con los valores cuantitativos
obtenidos en el presente estudio. En concentraciones mayores al 2% en la dieta
total, tiene consecuencias antinutricionales, este metabolito se absorbe en las
paredes intestinales dificultando la asimilacion de los nutrientes. Cuando el alimento
proviene de arboles forrajeros con altos niveles de saponinas, el forraje se lava
repetidamente con agua para reducir el amargor y mejorar asi el sabor del alimento

(Garcia, 2004).

Los resultados de flavonoides presentes en las hojas de Gliricidia sepium son
consistentes con los resultados reportados por (Akharaiyi etal.,, 2012) donde
obtuvieron 0.43 mg/ g BS. Las caracteristicas fenolégicas de la planta empleada
para su analisis no son especificas en su investigacion, lo que sugiere que podria
ser poco variable en esta especie de leguminosa forrajera. Sin embargo, la polaridad
y concentracién del disolvente demuestran tener una interaccion importante en la
extraccion de metabolitos secundarios poco polares como los flavonoides y

saponinas.

8.2.3. Saponinas y flavonoides en Guazuma ulmifolia Lam
Los resultados obtenidos tras analizar a las hojas de Guazuma ulmifolia Lam se en
presentan en la Figura 9A y 9B donde se visualiza una cantidad maxima (p<0.05)
en la extraccion de saponinas con acetona 50%, 8.66+0.004 mg/g BS, y para

flavonoides de 1.243+0.001 mg/g BS con acetona al 75%. Por otro lado, la menor
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cantidad de saponinas y flavonoides es de 0.195+0.003mg/g BS y 0.16+0.0210

mg/g BS respectivamente, en ambos casos se empleo etanol al 100%.
a
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Figura 9. (A) Comparacién de la extracciéon de saponinas y (B) flavonoides por

distintos disolventes a distintas concentraciones en la hoja Guazuma ulmifolia Lam.
El analisis de Tukey muestra las diferencias entre tratamientos. Los tratamientos con literales diferentes
(abcdefghi) son diferentes estadisticamente (P<0.05). En el presente analisis la interaccion entre la
concentracion del disolvente y el tipo de disolvente utilizado se considero significativa con un valor de P<0.05.
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El uso de las saponinas como aditivos en rumiantes reduce la degradabilidad
ruminal de la proteina del alimento y aumenta el crecimiento microbiano, por lo que
aumenta el flujo duodenal de aminoacidos y su disponibilidad para cubrir las
necesidades del animal, estos efectos se deben a que las saponinas reducen la
poblacidén ruminal de protozoos e incrementan la poblacion bacteriana total (Baez

Lizarazo, 2014).

Los estudios realizados por Herrera et al., (2008) se centraron en analizar de
manera cualitativa la presencia de metabolitos secundarios en 12 especies
diferentes de plantas forrajeras en la zona de Quintana Roo, México. Entre ellas

Guazuma ulmifolia Lam. Y reportan presencia de saponinas. Posteriormente Baez
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Lizarazo, (2014), efectudé una serie de pruebas cualitativas en distintas plantas
forrajeras para su empleo en ganado bovino en regiones de Colombia, donde
reporta presencia de saponinas en un muestra de 3mL de hojas de Guazuma
ulmifolia Lam. Los valores de saponinas obtenidos durante el presente analisis
cuantitativo en Guazuma ulmifolia Lam., son positivos y cuantificables; sin embargo,
no hay evidencia comparativa con la literatura, debido a que no hay estudios

cuantitativos de este metabolito en la planta.

En el presente estudio la mayor concentracion de saponinas se obtuvo cuando se
empled acetona 50%, esto se puede atribuir a que en una disolucién donde hay
mayor contenido de acetona, las moléculas de agua en ella presentan menor
dispersion, lo que disminuye las interacciones polares de la mezcla y las
caracteristicas polares de la acetona se hacen mas fuertes (Garcia Moreno, 2016).
Debido a este fendmeno es que las extracciones con acetona al 100% no son las
adecuadas, asi como las muestras con disolventes de mayor polaridad a distintas
concentraciones. Aunque no se han encontrado en la literatura analisis del perfil de
saponinas presentes en las hojas de Guazuma ulmifolia Lam., se puede intuir que
tienen caracteristicas poco polares por las condiciones de extraccion que se

presentaron en esta investigacion.

Los flavonoides, que poseen un gran numero de azucares, es asi que son
considerados poco polares, generando una buena interacciéon con los solventes
poco polares. Durante las investigaciones de Gracia Nava, (2009) se identificaron
los flavonoides y otros compuestos fendlicos presentes en algunas plantas con

potencial uso forrajero, utilizando disolventes polares a altas concentraciones como
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el metanol, concluyeron que este proceso es favorable para la extraccion de la
mayoria de los flavonoides, pero no para antocianidinas y flavonoides de baja
polaridad los cuales aparecen en la superficie de las plantas. Dados los resultados
podemos intuir que los flavonoides en Guazuma ulmifolia Lam podria presentar la
misma naturaleza poco polar; No se encontraron reportes cuantitativos que indican

niveles precisos de flavonoides en estas hojas.

8.2.4. Saponinas y flavonoides en Moringa oleifera
Esta planta ha sido empleada en humanos como anticancerigeno, antioxidante,
antiinflamatorio, inmunomodulador, antidiabético, fungicida, antibacterial y
hepatoprotectora (Olson & Fahey, 2011). La moringa se puede utilizar como un
complemento proteinico o sustituto completo. En las publicaciones de Foidl et al.,
(1999) indican que el uso de Moringa oleifera como forraje fresco para la
alimentacién de ganado, en experimentos sobre ganado de leche, no se reporta
disminucién en los volumenes de leche, en animales que estaban en pastoreo y
suplementados con concentrado y posteriormente se pasaron a pastoreo y
suplemento de Moringa. No hay problemas de palatabilidad se estan realizando
programas de andlisis de leche. Moringa oleifera tiene otros usos como floculante
natural, energético, fuente de materia prima de celulosa y de hormonas reguladoras

de crecimiento vegetal.

En la Figura 10A y B, se presentan la concentracion de saponinas y flavonoides de
las hojas de Moringa oleifera. La mejor extraccion se logro con el disolvente poco
polar acetona al 100% en ambos metabolitos, obteniendo valores (p<0.05) de

6.895+0.0149 mg/g BS para saponinas y 1.124+0.0015 mg/g BS para flavonoides;
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El menor nivel de saponinas y flavonoides es de 0.187+0.0030 mg/g BS y

0.161£0.0017 mg/g BS respectivamente, ambos valores obtenidos con acetona 50%.

a
b Disolvente
[@ Etanol 50%
[ ] Etanol 75%
c B Etanol 100%
d b Metanol 50%
- | i Metanol 75%
. " Metanol 100%
f 5 i e I Acetona 50%
g9 nl. Acetona 75%
i B Acetona 100%
0 — = 0.00

Figura 10. (A) Comparacion de la extraccion de saponinas y (B) flavonoides por
distintos disolventes a distintas concentraciones en la hoja Moringa oleifera.
El analisis de Tukey muestra las diferencias entre tratamientos. Los tratamientos con literales diferentes

(abcdefghi) son diferentes estadisticamente (P<0.05). En el presente analisis la interacciéon entre la
concentracion del disolvente y el tipo de disolvente utilizado se considero significativa con un valor de P<0.05.
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Foidl et al., (2001) reportaron varios grupos de factores antinutricionales, entre ellos,
un 1.2-3% de saponinas. Existe una variabilidad de produccién de metabolitos
secundarios en las hojas de moringa relacionada con factores fitogenéticos,
estacionales, edad y altura de la planta (Foidl et al., 1999). De esta manera, no se
han reportado estudios cuantitativos donde indiquen valores cercanos a los
obtenidos en esta investigacion, lo que podria indicar una dependencia de los
niveles de saponinas en el nivel de crecimiento y desarrollo de la planta al ser
cosechadas. Sin embargo, se han encontrado reportes cualitativos donde indican

que las saponinas presentes en las hojas de moringa parecen no tener actividad
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hemolitica, es decir, su estructura no representa accion hemolitica, pudiendo
presentarse saponinas con caracter bidesmosidico; por lo tanto, los seres humanos
no son afectados por estas; sin embargo, a altas concentraciones en la dieta

ruminal, se ve un efecto negativo en la absorcién de nutrientes (Foidl et al., 1999)

Cabrera-Carrién et al., (2017) desarrollaron una investigacion donde encontraron
que la presencia de flavonoides varia dependiendo de la edad y altura de la planta
en un intervalo de 2.83-34.85 mg/g, donde emplearon distintas técnicas de
extraccion y cuantificacion. Durante el presente desarrollo experimental se
obtuvieron valores de flavonoides que discrepan con el intervalo reportado; no
obstante, se ha logrado comprobar que la concentracién de este metabolito
secundario tiene variaciones significativas, debido a que los flavonoides se
sintetizan cuando las plantas estan en condiciones adversas, entre ellas, el ataque
por herbivoros, microorganismos y la presencia de diferentes especies que
compiten por luz, agua y nutrientes (Granados-Sanchez et al., 2008). Es necesario
implementar y estandarizar protocolos de corte, riego, incluso los métodos de
extraccion y cuantificacién para lograr obtener la concentracion adecuada de este

metabolito secundario en plantas.
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9. CONCLUSION

La composicion quimica y estructural de las plantas afecta directamente en
la cuantificacion y extraccion de saponinas y flavonoides

Las concentraciones de saponinas y flavonoides son distintas (p<0.005) para
cada especie analizada en esta investigacion

El efecto de la interaccion entre factores, la concentracion de disolvente y el
tipo de disolvente fue estadisticamente significativo (p<0.005)

Metanol al 100% fue el disolvente y la concentracibn con mejores
resultados(p<0.005) para extraer y cuantificar los metabolitos secundarios
presentes en Leucaena leucocephala.

Acetona al 75% fue el disolvente y la concentracidn con mejores resultados
(p<0.005) para extraer y cuantificar los metabolitos secundarios presentes en
Gliricidia sepium.

Acetona 50% fue el disolvente y la concentracibn con mejores
resultados(p<0.005) para extraer las saponinas presentes en Guazuma
ulmifolia Lam, mientras que acetona 75% fue el disolvente y la concentracién
con mejores resultados(p<0.005) para extraer los flavonoides de la misma
especie.

Acetona 100 % fue el disolvente y la concentracion con mejores resultados
(p<0.005) para extraer y cuantificar los metabolitos secundarios de Moringa

oleifera.
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e Hasta donde sabemos, los metabolitos secundarios presentes en las hojas
de Guazuma ulmifolia Lam., no han sido previamente cuantificados. Los
datos obtenidos en la presente investigacion, sugieren que los flavonoides,
al igual que las saponinas, son moléculas de mediana polaridad y que

pueden presentar diferencias estructurales a nivel molecular.

10. PERSPECTIVA

Durante el analisis derivado de los resultados de este estudio se encuentran varios
puntos que es necesario resaltar, dado la naturaleza del procedimiento experimental
y las especies de plantas forrajeras aqui analizadas, es un trabajo de investigacion
que contiene los primeros resultados cuantitativos del perfil de MS en algunas
especies, como Guazuma ulmifolia Lam. De esta manera se expande el panorama
para el estudio de MS en esta y muchas mas especies vegetales con capacidad de
produccion de MS funcionales, asi como los sectores de aplicacion de estas

moléculas.

Los resultados del analisis de las especies de plantas usadas aqui demuestran que
aun falta estandarizar aquellos factores que en este estudio se dan por hecho, tales
como los estados fenoldgicos, que se ha demostrado que influyen directamente en
la concentracion de MS, asi como algunos factores extrinsecos a la planta, como el
clima vy territorio de cosecha. Asi como también es necesario estandarizar los
procesos y metodologias de extraccion, tomando como referencia el estudio aqui
presentado donde encontramos la interaccidon mejor interaccion entre disolvente y

concentracion aplicada para cada hoja (bajo las condiciones aqui presentadas).
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De manera particular, es necesario el estudio de perfil de carbohidratos presentes
en cada planta, particularmente en Leucaena leucocephala, ya que son moléculas

que podrian intervenir en la metodologia de cuantificacion.

Se recomienda hacer un perfil fendlico, para poder discernir todos los fenoles
presentes en las plantas, en el caso particular de Guazuma ulmifolia Lam. Se ha

perfilado la posibilidad de contener fenoles variados.

Es importante cuantificar las concentraciones de metabolitos secundarios, para

poder comparar las diferencias entre estados fenoldgicos.
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