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Resumen

El Agave lechuguilla Torrey (lechuguilla) es una de las especies mas abundantes en las zonas
aridas y semi dridas de México. La lechuguilla se recolecta para obtener el ixtle, material
fibroso que se destina principalmente a la exportacidn, constituyendo la mayor fuente de
ingreso para los campesinos de las zonas rurales productoras. El procesamiento de las hojas
para obtener el ixtle genera un residuo, llamado guishe, del cual se acumulan mds de 150 mil
toneladas al afo. Este subproducto se desecha en campo abierto o se quema, provocando
problemas de contaminacidn ambiental y de salud. Por lo anterior, es necesario encontrar
alternativas de valorizacién del guishe, considerando aspectos ambientales, econédmicos y
sociales, para el uso integral de la lechuguilla. Dentro de la biorrefineria previamente
conceptualizada, los fitoquimicos se presentan como productos derivados de usos multiples
con alto valor agregado. Entre ellos, los flavonoides son de interés para industrias tales como
la farmacéutica, la cosmética, la agropecuaria y la agroalimenticia. Por esta razén, en este
trabajo se planted identificar y extraer los flavonoides del guishe de A. lechuguilla para
proponerlos como productos naturales de alto valor para su uso comercial. Los primeros
analisis transcriptémicos del A. lechuguilla demostraron la biosintesis de los flavonoides
activa en el guishe, y se confirmé la abundancia de flavonoles (1.31 mg/g), flavanonas (0.30
mg/g), antocianinas (37.94 pg/g) y sus derivados glicosilados por andlisis cromatograficos
cualitativos y cuantitativos. La prediccién in silico de sus propiedades bioldgicas sugiere el
potencial antiinflamatorio, anticancerigeno e inmunomodulador de los flavonoides
caracterizados. Se evalué su capacidad antioxidante in vitro, confirmando que son
bioactivos. Se verificod la presencia de los flavonoides de interés comercial en el guishe de
tres regiones productivas. Para obtener los flavonoides bioactivos considerando el
procesamiento del guishe a gran escala, se establecieron las condiciones de secado (horno,
40 °C, 24 h, oscuridad), de hidrélisis enzimatica (Ultraflo, pH 4, 40°C, 2.5 h), y de extraccién
por fluidos supercriticos (40 g/min CO, + 15% co-solvente, 60°C, 250 bar, 1 h).

Palabras claves: Agro-residuo, flavonoides, transcriptomica, bioactividades, hidrdlisis
enzimdtica, extraccion por fluidos supercriticos

ORCID: 0000-0003-2789-3788
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Summary

Agave lechuguilla Torrey is one of the most abundant species in arid and semiarid areas of
Mexico. It is harvested to obtain Tampico fiber mostly for exportation providing their main
incomes to rural inhabitants of productive states. The leave processing results in the
accumulation of over 150 mil tons/year of a pulpous residue, locally known as guishe, which
is discarded in open field or burned leading to environmental and health issues. Thus, from
an environmental, economical and social perspective, alternatives for the valorization of the
guishe are required for the integral use of A. lechuguilla. In the conceptualized biorefinery,
phytochemicals are considered as high-added value co-products with multiple uses. Among
them, the flavonoids are of interest for pharmaceuticals, cosmetics, agriculture and food
industries. That is why this work aimed to identify and extract flavonoids from the guishe of
A. lechuguilla to propose them as natural products for commercial aplications. The first
transcriptomic analysis of A. lechuguilla revealed the active biosynthesis of flavonoids in the
guishe, and the qualitative and quantitative chromatographic analysis confirmed the
abundance of flavanols (1.31 mg/g), flavanones (0.30 mg/g), anthocyanins (37.94 pg/g) and
their glycoside derivatives. The in silico prediction of the biological properties of the
characterized flavonoids suggested their anti-inflammatory, anticancer and
immunomodulatory capacities, and the antioxidant capacity, evaluated in vitro, confirmed
that they are bioactive. The presence of these flavonoids was evaluated through three
productive regions to adequately purpose the guishe as a valuable raw material. For the
obtention of bioactive flavonoids, considering the large-scale processing of guishe,
conditions of drying (oven, 40 °C, 24 h, in the dark), enzymatic hydrolysis (Ultraflo, pH 4,
40°C, 2.5 h), and supercritical fluid extraction (40 g/min CO2 + 15% co-solvent, 60°C, 250 bar,
1 h) were established.

Key words: Agro-residue, flavonoids, transcriptomic, bioactivities, enzymatic hydrolysis,
supercritical fluid extraction
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1 INTRODUCCION

La recoleccion de la lechuguilla (Agave lechuguilla Torrey) para la obtencion de material
fibroso (Ixtle) es una de las principales actividades econdmicas para los campesinos de las
zonas aridas y semiaridas de México. La produccidn anual de fibra se estima en 55.98 kg/ha
(Taylor et al., 2017), y se destina principalmente (93% de la produccién) a la exportacién
(Castillo-Quiroz et al., 2012). La venta del ixtle representa un medio de subsistencia para mas
de 20,000 pobladores y sus familias (Nobel, 1998; Pando-Moreno et al., 2008; Castillo-Quiroz
et al., 2012). Sin embargo, con un precio que varia entre 15 y 30 SMXN/kg (Pando-Moreno et
al., 2008), estas comunidades siguen en estado de pobreza y marginacion (CONAPO, 2010;
CONEVAL, 2015).

Por otro lado, el tallado manual o mecanico de las hojas para la obtencién del ixtle, genera
una pulpa vegetal denominada “guishe” que representa el 85% del peso fresco de la
cosecha. La mayor parte de este subproducto se desecha en campo abierto o se quema,
provocando problemas de contaminacion ambiental (Castillo Quiroz et al., 2005) ademas de
presentar un riesgo para la salud humana y animal (Mathews, 1937; Gentry, 1982; Nobel,
1998; Raulf et al., 2019). Por esta razén, desde los aspectos econdmicos, sociales vy
ambientales, el aprovechamiento integral de la lechuguilla es una prioridad a nivel nacional y
es indispensable desarrollar alternativas para el uso del guishe, que permitan un mejor

manejo del residuo.

Desde 1996, la recoleccidn de las hojas de A. lechuguilla como recurso natural comunitario
estad regulada por una Norma Oficial Mexicana (NOM-008-SEMARNAT-1996) (SEMARNAT,
2003), que asegura la perennidad de las poblaciones silvestres de Agave lechuguilla. Por lo
que, el guishe que se acumula puede ser considerado como una biomasa renovable y
abundante con mas de 150 mil toneladas producidas anualmente (Pando-Moreno et al.,
2008; Castillo-Quiroz et al., 2012). Y debido a esta acumulacion, puede considerarse como
un recurso natural valioso dentro de un esquema de biorrefineria para el aprovechamiento
integral de la lechuguilla (Diaz-Jiménez et al., 2019). Estudios previos demuestran la
implementacioén, a nivel piloto, de la produccion de biocombustibles a partir de la fracciéon
solida del A. lechuguilla (Ortiz-Méndez et al., 2017; Morales-Martinez et al., 2020). De la

fraccion jugosa, se reporta su potencial de aprovechamiento basado en su contenido en



saponinas, esteroides y azucares (Hernandez et al., 2005; Juarez et al., 2014; Diaz-Jiménez et
al., 2019). Sin embargo, para la factibilidad de una biorrefineria a mayor escala, la
diversificacion de los productos derivados es deseable, asi como propuesto para otras
industrias de Agaves (Santos-Zea et al., 2012; Nava-Cruz et al., 2015; Barreto et al., 2017;
Palomo-Briones et al, 2018). Recientemente, el aprovechamiento de residuos
agroindustriales se dirige a la obtencion de fitoquimicos de alto valor agregado (Mehmood

et al., 2021; Reyes et al., 2022).

De los fitoquimicos; moléculas de bajo peso molecular producidos por las plantas; se
distinguen los metabolitos especializados, o secundarios, en respuesta a condiciones bidticas
y abidticas especificas (Mithofer y Maffei, 2017; Zahedi et al.,, 2019). Entre ellos, los
polifenoles, en particular los flavonoides son el grupo mas diverso y ubicuo en el reino
Plantae con mas de 9,000 derivados descritos (Wu et al., 2018; Nakayama et al., 2019;
Yonekura-Sakakibara et al., 2019; Corso et al., 2020). Por su diversidad estructural y
funcional, los flavonoides se consideran como compuestos de alta eficiencia para su uso
como farmacos, nutraceuticos y cosmeceuticos (Lucci et al., 2017; Wang et al., 2017a; Perez-
Vizcaino y Fraga, 2018; Tungmunnithum et al.,, 2018). Por lo tanto, el mercado de los
flavonoides como productos comerciales se establecid en 410 millénes de dolares
americanos (USD) en 2015 y se estima una tasa anual compuesta de crecimiento del

mercado global de 40% (Gran View Research, 2016).

Los extractos de A. lechuguilla, que contienen flavonoles y derivados glicosilados han
mostrado potencial antioxidante y anticancerigeno, sugiriendo aplicaciones cosmeéticas,
nutraceuticas y farmacoldgicas (Almaraz-Abarca et al., 2013b; a; Anguiano-Sevilla et al.,
2018). Asimismo, se han reportado propiedades antifungicas (Castillo-Reyes et al., 2015) y
antibacteriana (Ahumada-Santos et al., 2013) dirigidas a aplicaciones agricolas. Mientras que
los efectos benéficos de extractos que contienen saponinas y flavonoles se han estudiado en
salud animal para aplicaciones pecuarias (Jasso-Padilla et al., 2017), y acuicolas (Pefia-
Rodriguez et al., 2020). Por tal motivo, los diversos usos mencionados sugieren el potencial

del guishe de la lechuguilla para obtencidn de polifenoles bioactivos.

Sin embargo, a pesar de las aplicaciones demostradas hasta ahora, el perfil en flavonoides

de los extractos derivados de A. lechuguilla solo se reporta brevemente, aunque podrian ser



los responsables de las propiedades bioldgicas observadas. Los perfiles de flavonoides que
se reportan, fueron identificados mediante analisis de cromatografia liquida o de gases
acoplado masas (HPLC-MS y GC-MS por sus siglas en inglés) (Almaraz-abarca et al., 2009;
Almaraz-Abarca et al., 2013a; Anguiano-Sevilla et al., 2018; Pefia-Rodriguez et al., 2020).
Recientemente, se han empleado herramientas in silico como un método novedoso para
superar los limites de la bioprospeccién mediante el enfoque tradicional (Rai et al., 2017,
Park et al., 2019). Para esto, el uso combinado de las Omicas con herramientas
bioinformaticas ha permitido generar nuevo conocimiento en cuanto al metabolismo
especifico de los agaves (Simpson et al., 2011; Gross et al., 2013; Shakeel et al., 2013;
Abraham et al., 2016; Cervantes-Pérez et al., 2018; Huang et al., 2018), asi como el
descubrimiento de nuevos compuestos fendlicos sintetizados por las plantas (Rivas-Morales
et al., 2016). De igual manera, el estudio de la relacidn estructura-actividad de los
flavonoides por modelizacidon in silico favorece el descubrimiento de propiedades
potenciales, por lo que las aplicaciones de dichos compuestos se pueden dirigir de manera

especifica (Prakash et al., 2020; Wang et al., 2020b).

Ademas, en el ambiente comercial actual, no solo se buscan compuestos naturales de
multiples usos, sino también compuestos obtenidos por procesos sustentables (Arevalo-
Gallegos et al., 2017; Reyes et al., 2022). En este contexto, el aprovechamiento de residuos
agroindustriales tales como el guishe presenta un interés particular (FAO, 2019; Mehmood
et al., 2021; Freitas et al., 2021). Sin embargo, la obtencién de fitoquimicos a partir de estas
biomasas estd sujeta a desafios en el manejo y procesamiento para preservar los
fitoquimicos y favorecer su extraccién (Santos-Zea et al., 2012; Arevalo-Gallegos et al.,
2017). En respuesta a esta problematica, se han probado varios pretratamientos del material
lighocelulésico de la lechuguilla, tales como: térmicos, acidos y alcalinos. Si bien son
adecuados para produccion de bioetanol (Morales-Martinez et al., 2020; Rios-Gonzalez et
al., 2021), estos procesos tienden a alterar las propiedades quimicas y biolégicas de los
compuestos de alto valor como los flavonoides (Carmona et al., 2017). Como alternativa, el
uso de enzimas lignoceluldsicas se esta desarrollando debido a que preserva la integridad de

las biomoléculas de interés (Bilal y Igbal, 2019).

Adicionalmente, las regulaciones relacionadas con el uso de solventes para procesos de

extraccién son estrictas, tanto para la calidad del producto final, como para limitar el
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impacto ambiental (FAO, 2019; FDA, 2020). En respuesta, se han desarrollado métodos
extractivos con menores costos energéticos, que limitan el uso de solventes tdxicos. Entre
estos se destaca la extraccidon por fluidos supercriticos como una alternativa facilmente
escalable para la obtencion de bioactivos (Del Valle, 2015; Correa et al., 2017). Esta técnica
de extraccion aplicada a diversas materias vegetales ha mostrado su eficiencia para la
obtencién dirigida de flavonoles (Correa et al., 2017; Espinosa-Pardo et al., 2017), flavonas
(Liza et al., 2010), isoramnetina y derivados glicosilados (Antunes-Ricardo et al., 2017, 2018),
y antocianinas (Babova et al., 2016; Pereira et al., 2016a; Monroy et al., 2016). Ademas de la
alta pureza de los extractos que se obtienen, también se conservan las bioactividades (Paes
etal., 2014; Babova et al., 2016; Pereira et al., 2016a; Monroy et al., 2016; Espinosa-Pardo et
al., 2017), generando productos de alto valor para su uso posterior en diversas aplicaciones.

Con base en lo anterior, en este trabajo se contempla al guishe de A. lechuguilla como una

fuente potencial de flavonoides de alto valor para el desarrollo de productos comerciales.

Para ello, se caracterizdé su perfil fitoquimico, usando la transcriptomica como método
predictivo y confirmando su presencia con métodos analiticos. De tal manera que fuera
posible estimar sus propiedades fisicoquimicas y biolégicas por modelizacién in silico. Para la
obtencién de los flavonoides bioactivos a partir de guishe, el bioproceso propuesto
considera: el manejo post cosecha del guishe obtenido después del tallado de la lechuguilla,
un pre-tratamiento enzimatico y la extraccién supercritica de los flavonoides de interés
industrial. De esta manera, se sustentara el uso del guishe como fuente de flavonoides para
promover la implementacion de una biorrefineria. Asimismo, se vislumbra el desarrollo
econémico de las comunidades de recolectores de lechuguilla, a través de un bioproceso

sustentable y con responsabilidad social.



2 ANTECEDENTES

2.1 Agave lechuguilla Torrey
2.1.1 Ecologia

El Agave lechuguilla descrita por Torrey en 1859 es parte de la familia de las Asparagaceae,
aunque fue anteriormente clasificada como Agavaceae (Tropicos, 2018). Nativa del desierto

de Chihuahua, la lechuguilla se caracteriza por formar rosetas de alrededor de 20 a 40 hojas

de aproximadamente 50 cm (Nobel y Quero, 1986; Reyes-Aglero et al., 2000) (Fig. 1).

Ml

Figura 1. Individuo de Agave lechuguilla, Jardin del INIFAP, Saltillo, Coahuila, México.

Es una planta suculenta que, por su morfologia caracteristica y su metabolismo CAM
(Crassulean Acid Metabolism por sus siglas en inglés), estd adaptada a las condiciones
ambientales extremas de baja precipitacion, con un promedio anual de 150 mm, con el 60%
de las precipitaciones anuales concentradas en los meses de verano, y de temperatura que
varia entre -18 y 49°C a lo largo del afio (Nobel y Quero, 1986). Se encuentra
preferencialmente en suelos calizos, calcdreos rocosos y arcillosos de pH de 7.2 a 8.5
(Burciaga et al., 2011) aunque también es posible encontrarla en una gran diversidad de
sustratos (Nobel, 2003). Por estas adaptaciones, el A. lechuguilla esta presente en los tres
tipos de vegetacion xerdfila de las zonas aridas y semi aridas del altiplano mexicano y del sur
de Estados Unidos (Reyes-Agiiero et al., 2000) (Fig. 2). Su distribucién a nivel nacional
recubre el 10% del territorio con alrededor de 20 millones de hectdreas (Castillo Quiroz et
al., 2005, 2013; Taylor et al., 2017). Es considerada una especie clave del ecosistema
matorral desértico rosetéfilo debido a que es la especie de mayor distribucion y densidad,

alcanzando hasta 56 000 individuos por hectarea (Gentry, 1982). En el matorral desértico



microfilo también es muy abundante con una densidad de colonias promedio de 21,000
individuos por hectarea. Finalmente, en el matorral desértico y subdesértico inerme y
espinoso, su densidad estda mas esparcida (Burciaga et al., 2011). Su amplia distribucién y
altas densidades se deben también a su alta capacidad de competencia intra e

interespecifica, y resistencia a plagas y herbivoria (Sheldon, 1980; Reyes-Agtiero et al., 2000).
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Figura 2. Area de distribucién del Agave lechuguilla (Naturalista, 2021).

2.1.2 Usos

2.1.2.1 Laindustria Ixtlera

Las hojas de la lechuguilla se recolectan desde hace siglos para la obtencidon de fibra llamada
ixtle, que se usa para la elaboracién de productos como cuerdas, cepillos, brochas y tapetes
(Sheldon, 1980; Gentry, 1982). Desde su uso local y tradicional, se expandid al mercado
internacional hace mds de 70 afios (Castillo Quiroz et al., 2013; Taylor et al., 2017). México,
es el unico productor mundial de ixtle, con los estados productivos por orden de
importancia: San Luis Potosi, Coahuila, Nuevo Ledn, Zacatecas, Durango, Tamaulipas,
Chihuahua, Hidalgo, México y Oaxaca. La produccion nacional anual de ixtle se concentra en
los seis primeros estados (370 municipios; 46 con mayor producciéon contando con 325

ejidos con permisos de aprovechamiento) (Pando-Moreno et al., 2008; SAGARPA, 2009),



aproximando los 55.98 kg/ha (Taylor et al.,, 2017), de lo cual el 93% se destina a la

exportacion bajo el nombre Tampico fiber (Castillo-Quiroz et al., 2012).

Estd fibra se obtiene con el tallado manual o mecénico de las hojas recolectadas (Fig. 3). La
organizacién de la industria Ixtlera estd resumida en la figura 4. Los comercializadores de las
empresas exportadoras de la fibra (5 en el pais) llegan a los ejidos productores a comprar la
fibra a un precio que varia del 13 a los 30 pesos mexicanos el kilogramo en base seca
(Pando-Moreno et al., 2008; SAGARPA, 2009). Esto basado en la demanda del mercado y la
calidad de la fibra para alcanzar exigencias nacionales e internacionales (NMX-FF-113_SCFI-
2009) (SAGARPA, 2009; Secretaria de Economia, 2009). El ingreso generado por la venta del
ixtle representa un medio de subsistencia para mdas de 20,000 recolectores y sus familias
(Nobel, 1998; Pando-Moreno et al., 2008; SAGARPA, 2009; Burciaga et al., 2011; Narcia
Velasco et al., 2012). Sin embargo, el bajo precio de venta, sumado al alto grado de
marginacion y rezago social de estds comunidades, contribuye a que se encuentren todavia

en condiciones de pobreza (CONAPQ, 2010; CONEVAL, 2015).

La importancia socioecondmica de este recurso silvestre, junto con la tecnificacion de la
obtencién de fibra (Fig. 3.d y Fig. 4), provocaron la explotacién irracional de los campos
productivos, por lo que fue necesario regular el aprovechamiento para preservar esta
especie nativa de México. Con esto, se establecié la Norma Oficial Mexicana NOM-008-
SEMARNAT-1996 (SEMARNAT, 2003), para reglamentar el uso de recursos forestales no
maderables como los cogollos (conjunto de hojas jovenes), hojas o pencas de especies como
el A. lechuguilla. La norma indica la altura minima de recoleccion del cogollo (25 cm), dado
gue se necesita entre 12 y 24 meses para su regeneracion, dependiendo de las condiciones
geoclimaticas (Burciaga et al., 2011; Narcia Velasco et al., 2012). Se usa una cogollera que
encierra el cogollo y con un movimiento seco hacia adelante se desprende de la roseta (Fig.
3.ay b). Con este método de recolecta se conserva el meristema de crecimiento de la planta
permitiendo la regeneracién del cogollo para nueva recolecta (Fig. 3.c). Desde esta
reglamentacién de la SEMARNAT, la vida productiva de un individuo aumenté hasta
aproximadamente 7 afos (Narcia Velasco et al., 2012). Asimismo, los turnos técnicos
establecidos aseguran la perennidad de las poblaciones de A. lechuguilla, asi como su

aprovechamiento por parte de los Ixtleros. Con base en esto, la recoleccion de los cogollos



de la lechuguilla se considera una actividad sustentable desde el punto de vista ambiental y

socioecondmico (Pando-Moreno et al., 2004, 2008).

Figura 3. a, b y c¢) Etapas de recoleccidn del cogollo y c) tallado mecdanico para la obtencién
de fibra, Coahuila, México. Fotos por Zoé Pelletier-Morreeuw.
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Figura 4. Elementos que agregan valor a la cadena del Ixtle. Reproducido de Secretaria de
Economia (2009).



2.1.2.2 Productos derivados de la lechuguilla

Por otra parte, la diversificacidon de usos de la lechuguilla para incentivar la actividad Ixtlera,
promover un aprovechamiento sustentable y explorar productos derivados, aparece como
una necesidad a nivel nacional, tal como lo sugiere la Secretaria de Economia (Secretaria de

Economia, 2009) (Fig. 5).

En este contexto, existe un creciente interés en el uso del A. lechuguilla para la industria
bioenergética (Escamilla-Trevifio, 2012). Ademads, este recurso tiene la ventaja de no
competir con la soberania alimentaria y el uso de agua (Morales-Martinez et al., 2014; Diaz-
Jiménez et al., 2019). Los estudios de uso del cogollo para produccién de hidrégeno han
resultado en un bioproceso consolidado (Morales-Martinez et al., 2020). Asimismo, se esta
estableciendo a nivel piloto la producciéon de bioetanol (Ortiz-Méndez et al., 2017; Rios-
Gonzdlez et al., 2017; Diaz-Blanco et al., 2018; Rios-Gonzalez et al., 2021) y butanol (Oliva-

Rodriguez et al., 2019) a partir de la biomasa de lechuguilla.

Del mismo modo, la lechuguilla también se considera para otros usos, tales como en la
construccion (Juarez et al., 2007; Picaso y Blnacas, 2018; Davila-Pompermayer et al., 2020), y

para la obtencién de polimeros de base bioldgica (Veldsquez-Martinez et al., 2011).

2.1.3 Plantaciones comerciales

Con el objetivo de responder al incremento de la demanda en fibras naturales y para su uso
como materia prima de la que se obtengan otros productos derivados de valor agregado, se
pretenden establecer plantaciones comerciales por parte de la CONAFOR (Castillo-Quiroz et
al., 2012; Diaz-Jiménez et al., 2019). Esto para asegurar una produccién perene,
complementar el aprovechamiento razonable de los campos naturales y reducir los turnos
técnicos para incrementar la productividad de la planta (Castillo Quiroz et al., 2005;
Burciaga et al., 2011; Castillo-Quiroz et al., 2012, 2014). Al igual que otras especies de agaves
(Escamilla-Trevino, 2012; Stewart, 2015; Davis et al., 2017), la implementacién de cultivos de
A. lechuguilla se justifica por eficiencia de uso de agua debido a que es una especie rustica
adaptada a ecosistemas aridos y semi aridos (Nobel y Quero, 1986; Nobel et al., 1989; Houri

y Machaka-Houri, 2016).



10

Para el manejo agronomico del cultivo, las iniciativas del Instituto Nacional de Investigacion
Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP), de 2003 a 2005, generaron el conocimiento base
para el establecimiento de cultivos de A. lechuguilla en zonas anteriormente usadas para
otros cultivos, considerando la disponibilidad en agua y su concentracién de sales. Después,
para iniciar los cultivos, se prefiere el uso de clones o hijuelos provenientes de campos
silvestres en lugar de semillas. Con la eleccién de un ecotipo de A. lechuguilla por su
productividad, calidad de fibra y resistencia a plagas, se logré reducir el tiempo de
regeneracion del cogollo a ocho meses, mientras que, con un ecotipo de la regién, se estima
una reduccién del tiempo de madurez de la cosecha a 12-14 meses en lugar de 22-24 meses
(Castillo-Quiroz et al., 2012). Asimismo, se recomienda un riego (cada 30 dias) y el uso de
fertilizante para favorecer el crecimiento, generando mayor produccién de fibra y de
biomasa para su aprovechamiento subsecuente (Nobel et al., 1989; Castillo-Quiroz et al.,

2012).

El efecto de las condiciones ambientales y condiciones de cultivos en la productividad de la
lechuguilla y la calidad de su calidad de fibra se ha estudiado (Burciaga et al., 2011; Castillo-
Quiroz et al., 2014). Sin embargo, no se ha considerado su efecto en la obtencién de otros

productos derivados.

2.2 Aprovechamiento integral de la lechuguilla

2.2.1 El guishe

Como producto derivado de la industria Ixtlera, el residuo de tallado denominado guishe,
representa hasta el 85% de la recolecta. Entonces, considerando la colecta anual de
lechuguilla en los 46 municipios mas productivos a nivel nacional (325 ejidos) y que cuentan
con permisos de aprovechamiento (SEMARNAT, 2003; SAGARPA, 2009), se puede estimar la
cantidad de guishe obtenido en alrededor de 150 mil toneladas (SAGARPA, 2009; Juarez et
al., 2014; Taylor et al., 2017; Diaz-Jiménez et al., 2019). Por ejemplo, en Matehuala, San Luis
Potosi, se reporta una produccién de guishe semanal de 1.5 toneladas (Medellin-Castillo et
al., 2017). Este desperdicio generado por la industria ixtlera no tiene valor comercial por lo

que lo desechan en campo abierto (Fig. 5) provocando diversos problemas ambientales.

Anteriormente, se ha intentado responder a la falta de forraje usando el guishe para

alimentacion del ganado. Sin embargo, su consumo en grandes cantidades genera
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problemas digestivos, en algunas ocasiones hasta provocar la muerte, generando pérdidas
econdmicas para los campesinos. En el ganado, el dafio provocado por el consumo del
guishe se atribuye a la naturaleza fibrosa que es dificilmente digerible (Burrows y Tyrl, 2013;
Carmona et al., 2017). Efecto similar ha sido reportado con el bagazo de A. tequilana, sin
embargo, los autores reportan el potencial beneficio de azucares libres para alimentacion
del ganado (Ramirez-Cortina et al., 2012). En cabras, el consumo de las hojas en grandes
cantidades genera dafio hepatico con fotosensibilidad asociada, llevando a la muerte en 30%
de los casos. Dicho efecto fue atribuido a la hepatotoxicidad de las sapogeninas presentes en
el A. lechuguilla (Mathews, 1937; Gentry, 1982; Nobel, 1998). En contraste, las mulas
consumen la lechuguilla sin presentar ningln dafio o mortalidad asociada (Burrows y Tyrl,

2013).

Figura 5. Guishe de Agave lechuguilla obtenido por tallado mecdnico, Coahuila, México. Foto
por Zoé Pelletier-Morreeuw

Por otro lado, basado en el conocimiento empirico, algunos pobladores usan pequefas
cantidades de guishe para limpiar trastes, para la higiene corporal (jabdn para el cabello) o
para preparar medicinas tradicionales (Gentry, 1982; Nobel, 1998; Picaso y Blnacas, 2018).

Sin embargo, el residuo no se aprovecha a gran escala.

Por ende, la mayor parte de este residuo de tallado sigue siendo desechado. La carga
microbiana, el alto contenido en celulosa y azucares y las condiciones climaticas de la zona,

favorecen una fermentacién rapida (Carmona et al., 2017), cuando no es incinerado por los
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explotadores. En ambos casos se genera contaminacion ocasionando impactos negativos en

el medio ambiente (Castillo Quiroz et al., 2005).

2.2.2 Biorrefineria

Para el aprovechamiento integral y sostenible de la lechuguilla, se ha planteado un esquema
de biorrefineria que preserva la actividad Ixtlera y valoriza el guishe como materia prima
para la obtencidn de productos de alto valor agregado (Diaz-Jiménez et al., 2019). El balance
de materia revela que de 1 tonelada de guishe se pueden obtener: 7.6 L de bioetanol, 24 m?

de hidrégeno, 32 m?® de metano, 15 kg de biocarbén, 260 kg de saponinas, y 104 kg de otros
fitoquimicos (Fig. 6).

Current products @
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Agave lechuguilla Liquid fraction Volatiles
Residual liquid :

Guishe Treated water | - |
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Figura 6. Balance de materia para la transformacion del guishe en productos de valor
agregado. Reproducido de Diaz-Jiménez et al. (2019).

En este esquema, las saponinas que son fitoquimicos abundantes en los agaves se distinguen

de los otros fitoquimicos, los cuales no se especifican por falta de estudios al respecto.

Ademas de los fitoquimicos de la fraccion liquida que son en su mayoria compuestos
hidrosolubles, también se ha sugerido que la fraccidén solida constituida por la pulpa de las
hojas de A. lechuguilla contiene fitoquimicos hidrosolubles, liposolubles y solubles en

solventes organicos. Por lo general, se reportan como extractivos en los estudios
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bromatolégicos, con 45.34% (Carmona et al., 2017), 25.69% (Ortiz-Méndez et al., 2017),
37.21% (Diaz-Blanco et al., 2018), 26.2% (Morales-Martinez et al., 2020) en base seca,

dependiendo de los tratamientos aplicados.

Por lo tanto, el aprovechamiento del guishe de A. lechuguilla como fuente de fitoquimicos
requiere mas estudios de caracterizacidn y extraccién para integrar esta via de valorizacion

dentro del esquema de biorrefineria propuesto.

2.3 Fitoquimicos

2.3.1 Metabolitos especializados

Los fitoquimicos son compuestos quimicos sintetizados por las plantas en general en
respuesta a condiciones bidticas y abidticas. Se conocen como metabolitos secundarios o
especializados, que forman parte de los mecanismos de adaptacién y de defensa quimica de
las plantas. Esta estrategia de arsenal quimico lleva a la produccion de diversos compuestos
con una amplia gama de funciones bioldgicas. En las plantas se han reportado mds de
200,000 compuestos de bajo peso molecular. Se clasifican como: derivados de terpenos
incluyendo esteroides y saponinas; compuestos nitrogenados como los alcaloides;
compuestos fendlicos como los flavonoides y taninos; derivados de la glucosa como
glucosinolatos; y derivados de amino acidos como ciertas fitohormonas (Mithofer y Maffei,

2017).

2.3.2 Flavonoides

Entre ellos, los compuestos fendlicos y en particular el grupo de los flavonoides es uno de los
mas diverso y abundantes, distribuidos en todo el reino Plantae (Brown, 1980; Pollastri y
Tattini, 2011; Nakayama et al., 2019; Yonekura-Sakakibara et al., 2019; Corso et al., 2020). La
estructura bdsica de los flavonoides se caracteriza por un nucleo de dos anillos bencénicos (A
y B) con un heterociclo pirano o flavano en medio (C) que derivan de dos vias biosintéticas
del metabolismo primario: la ruta metabdlica del acido malénico derivado del acetil-CoA y

de la ruta del acido shikimico con la fenilalanina (Fig. 7).
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Figura 7. Esqueleto basico de los flavonoides. Adaptado de Taiz y Zeiger (Taiz y Zeiger, 2003).

Se reportan al menos 9,000 variantes descritas en todas las plantas clasificadas como
flavonoles, flavonas, isoflavonas, flavanoles y antocianidinas segun el perfil de sustitucién del
anillo C (Mierziak et al., 2014; Lucci et al., 2017). La sintesis de las diferentes clases de
flavonoides involucra una diversidad de enzimas (Fig. 8) y ocurre en su mayoria, en
complejos enzimdticos del RE (reticulo endopldsmatico), del lado citoplasmatico, y se

acumulan principalmente en la vacuola cuando no son volatiles (Pollastri y Tattini, 2011).

En las plantas, las formas glicosiladas son mdas abundantes (Taiz y Zeiger, 2003; Cuyckens y
Claeys, 2004). Por ejemplo, la quercetina (flavonol) presenta mas de 70 derivados
glicosilados (Brown, 1980; Sisa et al., 2010). Otros tipos de modificaciones se llevan a cabo
por medio de enzimas especificas como la metilacidn, la hidroxilacidon, la insaturacién y la
oxidacién. Estas modificaciones afectan la polaridad, solubilidad, la reactividad y la

estabilidad de estos compuestos (Sisa et al., 2010; Mierziak et al., 2014; Lucci et al., 2017).

Mientras que la glicosilacion favorece la solubilidad de los compuestos, la presencia de los

grupos hidroxilo y metilo le confieren propiedades mas hidrofdbicas (Taiz y Zeiger, 2003).
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Figura 8. Diversificacion de la via de biosintesis de los flavonoides. Adaptado de Liu et al.(Liu
etal., 2017).

Aunque se observa una variacién significativa entre las familias debido a los metabolismos
intrinsecos, se ha mostrado que las especies cercanas filogenéticamente presentan una
estructura de defensa parecida. En el caso de plantas de zonas desérticas como el A.
lechuguilla, el tipo de metabolismo primario CAM determina las rutas metabdlicas
secundarias que se inducen de manera preferencial (Nobel, 1998; Pollastri y Tattini, 2011;
Maeda, 2019). Eso puede influir en la presencia de azucares para la sintesis de flavonoides

glicosilados, por ejemplo.

2.3.3 Los flavonoides de Agaves
En el caso de los agaves, la sintesis y acumulacién de flavonoides estd inducida por los

factores ambientales, en particular las radiaciones UV, que estan relacionadas con la
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produccién de flavonas y flavonoles para mantener la homeostasis frente a estrés oxidativo
(Taiz y Zeiger, 2003; Pollastri y Tattini, 2011; Yonekura-Sakakibara et al., 2019). Asimismo,
otros tipos de estrés abidticos como la temperatura, la disponibilidad en agua y en
nutrientes impactan la sintesis de estos flavonoides en agaves (Almaraz-Abarca et al., 2013b;
Puente-Garza et al., 2017b). Por otra parte, la sintesis de isoflavonoides y flavanoles esta
relacionada con la presencia de microorganismos patdégenos ya que son compuestos que
tienen propiedades antimicrobianas (Mithofer y Maffei, 2017). Al contrario, algunos
flavonoles favorecen las simbiosis con microorganismos benéficos de la rizosfera para la
fijaciéon de nutrientes por lo que su sintesis esta influenciada por la calidad del suelo
(Mierziak et al., 2014). Por otra parte, los flavonoides e isoflavonoides se sintetizan en las
hojas como parte de la defensa contra insectos y nematodos limitando el desarrollo de
huevos de estos parasitos como un ejemplo de mecanismo de acciéon (Herbert-Doctor et al.,
2016; Mithofer y Maffei, 2017). De igual manera, los taninos, que son polimeros de
flavonoides, actian como repelente para prevenir la herbivoria debido a su toxicidad. Sin
embargo, en su forma hidrolizada tienen un papel nutritivo para los organismos que la

consumen, como es el caso de las quinonas (Taiz y Zeiger, 2003; Mithofer y Maffei, 2017).

Por ultimo, los flavonoides de tipo pigmento o volatiles se producen al momento de la

reproduccién para atraer a los insectos (Taiz y Zeiger, 2003).

Debido a su importancia fisioldgica, los compuestos fenélicos incluyendo flavonoides y
homoisoflavonoides son abundantes y presentan una gran diversidad en los agaves. Segun la
especie, la fase de desarrollo, el tejido considerado, la composicion en flavonoides es muy
variable ya que depende de las necesidades fisioldgicas especificas ante las condiciones
ambientales (Almaraz-Abarca et al., 2013a; b; Rahmani y Toumi Benali, 2016; Puente-Garza

etal., 2017b, 2018).

Por ejemplo, 51 flavonoides se encontraron en A. striata y A. victoria-reginae, de los cuales
26 flavonoles, 19 dihidroflavonoides y seis flavonas fueron identificados (Almaraz-Abarca et
al., 2013a). En A. durangensis se describié la fraccidon de flavonoles glicosilados en particular
derivados de kaempferol (Almaraz-abarca et al., 2009) y en A. salmiana, las formas agliconas
y glicosidicas de kaempferol y quercetina (Puente-Garza et al., 2017b, 2018). En A. sisalana

se describen tres flavonoides y siete homoisoflavonoides (Chen et al., 2009). De igual
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manera, El-Hawary et al. ( 2020) describen seis flavonoides y dos homoisoflavonoides en

cinco especies de agaves diferentes.

De las hojas de A. lechuguilla, algunos estudios referencian el contenido en fenoles totales
(TPC) y flavonoides totales (TFC) (Tabla 1) y Almaraz-Abarca et al. (2013a) describe su
contenido en flavonoles agliconas (20.6 + 14.5 mg/g PS) y glicosidicos (33.9 * 5.8 mg/g PS).
Estos compuestos cuantificados en A. lechuguilla difieren de los compuestos mayoritarios en
A. victoriae- reginae y A. striata (Almaraz-Abarca et al., 2013a). Sin embargo, no se ha
descrito de manera detallada el perfil en flavonoides de la lechuguilla y a la fecha no se han

encontrado reportes para el guishe a parte de los trabajos de nuestro grupo de trabajo.

2.4 Actividades bioldgicas de los flavonoides de agaves

Ademas de sus papeles fisiolégicos intrinsecos, los flavonoides son considerados como los
fitoquimicos de mayor eficiencia para su uso como nutracéuticos o farmacos (Pistelli y
Giorgi, 2012; Lucci et al., 2017; Perez-Vizcaino y Fraga, 2018; Tungmunnithum et al., 2018;
Wang et al., 2018). La diversidad de propiedades bioldgicas reportadas de los flavonoides

genera un gran interés para el desarrollo de productos naturales bioactivos.

Extractos de diferentes especies de agaves incluyendo el A. lechuguilla han mostrado
actividades antioxidantes, antimicrobianas (bacteria y hongos), antiparasiticas (nematodos e
insectos), antiinflamatoria, anticancerigena e inmunomoduladora. En algunos estudios, estas
actividades bioldgicas se atribuyeron a la presencia de compuestos fendlicos y flavonoides
caracterizados en los extractos (Tabla 1). Ademas de lo reportado en la Tabla 1, también se
han descrito efectos benéficos de alimentos derivados de agaves en salud humanan vy
animal, aunque atribuyeron el efecto a otros compuestos como saponinas, fructanos o
terpenoides (Santos-Zea et al., 2012, 2016). Sin embargo, como se usan extractos complejos
gue no fueron caracterizados, no se puede excluir el papel de los flavonoides en los efectos
observados. Por ejemplo, el potencial antioxidante de los jarabes de agaves se atribuye al
alto contenido en polifenoles totales (Hernandez-Ramos et al., 2020). Por eso mismo, es
importante identificar los metabolitos como los flavonoides en el A. lechuguilla y sus

productos derivados.
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Tabla 1. Actividades bioldgicas y contenidos en flavonoides reportados en extractos de

5.02 mg CE/100g

inhibicion de radicales
libres (DPPH) a 0.1
mg/mL

Actividad hemolitica in
vitro: 1.46 £ 0.14 %

Antimicrobiana:

MIC de 0 a 250 mg/mL en

cepas bacterianas y de
hongos patdgenos para
humano

Agaves
Espt.e.ue y Extracto Flavonoides® Actividades Ref
tejido
A. atroviens Acuoso (x)-Taxifolina Antioxidante: (Olvera-
Hojas (dihidroquercetina), 8.5+ 1.4 umol TE/g PS Garcia et
Quercetol C, Isopedicina, (FRAP) al., 2017)
Peonidina 3-sophoroside  10.5 £ 0.3 umol TE/g PS
5-glucésido, Malvidina 3-  (ORAC)
cafeoilrutinésido-5- Activacion de la repuesta
glucdsido a estrés oxidativo por la
via NRF2 en linea celular
HepG2
Acuoso (*)-Taxifolina Antioxidante: (Olvera-
procesado (dihidroquercetina), 5.2+ 0.8 umol TE/g PS Garcia et
Quercetol C, Isopedicina, (FRAP) al., 2017)
Peonidina 3-sophoroside  13.9 + 0.3 umol TE/g PS
5-glucésido, Malvidina 3-  (ORAC)
cafeoilrutinésido-5- Activacién de la repuesta
glucdsido a estrés oxidativo por la
via NRF2 en linea celular
HepG2
Butandlicos (%)-Taxifolina Antioxidante: (Olvera-
(dihidroquercetina), 5.5+ 0.9 umol TE/g PS Garcia et
Quercetol C, Isopedicina, (FRAP) al., 2017)
Peonidina 3-sophoroside  11.6 + 0.1 umol TE/g PS
5-glucésido, Malvidina 3-  (ORAC)
cafeoilrutinésido-5- Activacion de la repuesta
glucdsido a estrés oxidativo por la
via NRF2 en linea celular
HepG2
Metandlicos  TPC: 39.35 + 0.69 mg Antioxidante: (Rizwan et
GAE/100g). TPC: 304.8 +  73.97 + 1.49% de al., 2012)




A. fourcoydes
Polvo

A. lechuguilla
Hojas

Butandlicos

NA

Acuosos

Etandlicos
(sonicacion,
90 min,
etanol 96%)

Hidrolizado
(metanol
50% + HCI
1.2 M, 80°C,
2h)

Fraccionado
(hidrolizado
pasado por
una columna
C18, elucidn
con etanol)

TPC: 10.65 +1.24 mg
GAE/100g. TFC: 71.5
+2.96 mg CE/100g

Flavonoides,
antocianinas, taninos

TPC; Taninos totales:
2.10x1074 ppm

TPC: 23.44 +1.47 pg
GAE/mg de extracto

TFC 19.62 +1.23 ug
QE/mg de extracto
Flavonoles (kaempferol y
guercetina), biflavonoides
(afzelechina 4-B-8
quercetina), y derivados
glicosilados de quercetina

TPC: 37.45 +3.57 ug
GAE/mg de extracto; TFC
3.08 £ 0.00 ug QE/mg de
extracto; flavonoles
(kaempferol y
quercetina), biflavonoides
(afzelechina 4-B-8
quercetina), y derivados
glicosilados de quercetina

TPC: 2.69+0.12 ug
GAE/mg de extracto

TFC 1.47 £ 0.00 ug QE/mg
de extracto

Flavonoles (kaempferol y
guercetina), biflavonoides
(afzelechina 4-B-8
quercetina), y derivados
glicosilados de quercetina

Antioxidante:

65.21 £0.98 % de
inhibicion de radicales
libres (DPPH) a 0.1
mg/mL

Actividad hemolitica in
vitro: 1.01 £ 0.04 %

Antimicrobiana:

MIC de 15 a 120 mg/mL
en bacterianas y hongos
patdgenos para humano

Inmunomoduladora in
vivo: increment? la
concentracion de IgG en
suero de conejos
alimentados. 1.5% en la
dieta

Antifungica in vitro:
Phytophtora cinnamomi,
IC50 de 28.87 ppm

Antioxidante:

87.36 +3.57 ug TE/mg de
extracto (TEAC)

1962.99 + 3.57 ug TE/mg
de extracto (ORAC)

Anticancer (SK-LU-1):
IC50 109.40 £ 0.07 pg/mL

Antioxidante:

46.53 £+ 0.72 ug TE/mg de
extracto (TEAC)

1216.83 +4.88 ug TE/mg
de extracto (ORAC)

Anticancer (SK-LU-1):
IC50 133.9 + 0.10 pg/mL

Antioxidante:

6.12 £ 0.91 pg TE/mg de
extracto (TEAC)

49.20 + 0.80 pg TE/mg de
extracto (ORAC)

Anticancer (SK-LU-1):
IC50 6.96 + 0.15 pg/mL
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(Rizwan et
al., 2012)

(Iser et al.,
2016)

(Castillo-
Reyes et
al., 2015)

(Anguiano-
Sevilla et
al., 2018)

(Anguiano-
Sevilla et
al., 2018)

(Anguiano-
Sevilla et
al., 2018)




Raices

guishe

A. salmiana
Hojas

Etandlicos

Lanonina

Manteca de
coco

Etandlicos

Acuosos

Etandlicos

Acuosos

Etanolicos

Crudo

Metandlicos

Compuestos fendlicos
(++)

TPC (++)
Taninos totales:
4.26x107 ppm

TPC (-)
Taninos totales:
1.60x1074 ppm

Flavonoides

Fenoles y taninos

Fenoles y taninos

Fenoles y taninos

Fenoles y taninos

Flavonoles (quercetina,
kaempferol)

Flavonols (++)

Antifangica in vitro:
Phytophtora cinnamomi,
IC50 de 2032 ppm

Antifungica in vitro:
Phytophtora cinnamomi,
IC50 de 23.07 ppm
Rhizoctonia solani, IC 50
de 1.70 x10Mppm

Antifungica in vitro:
Phytophtora cinnamomi,
IC50 de 252.7 ppm
Rhizoctonia solani, IC 50
de 6.72 x10™ ppm

Insecticida:
Bemisia tabaci, LC 1035

ppm

Antifangica:

Inhibicién del crecimiento
de Botrytis cinerea de 2-
32%

Antifungica:

Inhibicién del crecimiento
de Botrytis cinerea de 29-
96%

Antifungica:

Inhibicién del crecimiento
de Botrytis cinerea de 2-
38%

Antifungica:

inhibicién del crecimiento
de Botrytis cinerea al 83-
100%

Efecto benéfico de 0.3%
de inclusion en la dieta en
el crecimiento del
camaron blanco del
Pacifico (Penaeus
vannamei)

Antioxidante:
146 uM TE/g PS
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(Castillo-
Reyes et
al., 2015)

(Castillo-
Reyes et
al., 2015)

(Castillo-
Reyes et
al., 2015)

(Ontiveros-
Guerra et
al., 2020)

(Martinez
Hernandez,
2017)

(Martinez
Hernandez,
2017)

(Martinez
Hernandez,
2017)

(Martinez
Hernandez,
2017)

(Pefa-
Rodriguez
etal.,
2020)

(Puente-
Garza et
al., 2018)




A. sisalana
Hojas

Sub-producto

de hojas

A. tequilana

Jugo

Agave spp.

Hojas

Acuosos

Metandlicos

Metandlicos
purificados

Crudo

Etanolicos

NA

Metandlicos

Flavonoides (++), taninos

(+)

Flavonoides (++), taninos

(+)

Homoisoflavones

TPC:1.27 +0.4%

TPC: 2.53 +0.4%

Flavonoides

TPCde 2.06 £0.25a
12.37 £ 2.37 mg GAE/d PS
Flavonoides totales (+)
Taninos totales (+)

TPCde 2.06£0.25a
12.37 + 2.37 mg GAE/d PS
Flavonoides totales (+)
Taninos totales (+)

Antimicrobiana:

MIC de 20-40 mg/mL
contra Staphylococcus
aureus, Escherichia coli,
Streptococcus pyogenes y
Candida albicans

Antimicrobiana:

MIC de 10 mg/mL contra
Staphylococcus aureus,
Escherichia coli,
Streptococcus pyogenes y
Candida albicans

Antiinflamatoria in vitro
(PBMC):

IC50 de 19.4 2 58.8 uM,
disminucion de la
produccidn de IL-2 y IFN-y

Inocuidad in vitro
(BALB/3T3):
IC50 de 0.252 mg/mL

Fototoxicidad in vitro:
No apto para pruebas in
vivo

Inocuidad in vitro
(BALB/3T3):

90% a la maxima
concentracién probada
de 20 mg/mL

Sin fotoxicidad in vitro

Inocuidad in vivo (piel,
humanos): Inocuo a una
concentracion de 1%

Antiparasitica:

Inhibicidn del crecimiento
de nematodos
fitopatogenos a una
concentracion de 6%

Antioxidante:
5-30 uM TE/g PS (DPPH)

Antibacteriana:
Streptococcus A-4 (MIC 5-
15 mg/mL), Salmonella
enterica (MIC 5-10
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(Hammuel
etal.,
2011)

(Hammuel
etal.,
2011)

(Chen et
al., 2009)

(Barreto et
al., 2017)

(Barreto et
al., 2017)

(Herbert-
Doctor et
al., 2016)

(Ahumada-
Santos et
al., 2013)

(Ahumada-
Santos et
al., 2013)




Quercetina hexosil
rutinésido, Kaempferol
deoxiexosil-di-dehdsido,
Kaempferol di-
deoxihexosil hexdsido,
Kaempferol deoxihexosil
hexésido, Eucomol
(homoisoflavonoide),
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mg/mL), Shigella
dysenteria (MIC 5-15
mg/mL), Escherichia coli
(MIC 10 mg/mL),
Pseudomonas aeruginosa
(MIC 5-15 mg/mL)

Antiinflamatoria e (El-Hawary
inmunomoduladora in etal.,
vivo: 55-70% de 2020)

inhibicién de formacion
de edema (200 mg/kg)
disminucion de las
citoquinas pro-
inflamatorias (IL-6, IL-10 y

Dihidroeucomina
(homoisoflavonoides,

TNF-a).

Efecto ulceroprotector in
vivo: 70-85% de
proteccion

1 . N . .
Nota: ~ Las concentraciones relativas se reportan entre paréntesis (+).

La inocuidad de los extractos derivados de A. lechuguilla se ha comprobado en camardn
blanco hasta un nivel de inclusion de 0.6% en la dieta formulada (Pefia-Rodriguez et al.,
2020). Asimismo, extractos etanolicos de hoja de A. lechuguilla se reporta con una LD50 46.3
ug/mL en prueba de citotoxicidad in vivo con camardn de salmuera (Artemia) (Florita Ramos
Casillas, 2012). De otros agaves, la alimentacion de ratas con 2 g/kg por 24h tuvieron un
100% de supervivencia (El-Hawary et al., 2020). Por otro lado, es interesante resaltar la
especificidad de la citotoxicidad hacia células cancerigenas mientras no se observa toxicidad
en células sanas (Florita Ramos Casillas, 2012; Anguiano-Sevilla et al., 2018). Asimismo, para
usos cosméticos se evidencia la diferencia de concentracion en fenoles totales entre
extractos acuosos y etanolicos, de los cuales solo el extracto etandlico con mayor TPC

cumplié los requisitos para pruebas en humano (Barreto et al., 2017).

Esta revision de la literatura sugiere el potencial de las hojas de los agaves y sus
subproductos como fuente de flavonoides bioactivos de multiples usos. Por otro lado, se
demuestra la variabilidad del contenido en flavonoides dependiendo de los solventes
usados, lo que impacta la bioactividad. Por lo tanto, la implementacion de métodos de

identificacion y de extraccion de tales compuestos de interés comercial es relevante.
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2.5 Identificacion de flavonoides

2.5.1 Quimica analitica

De manera clasica, la identificacién de los metabolitos se realiza con métodos de quimica
analitica. Para la identificacién de los flavonoides, la cromatografia liquida de alta eficiencia
(HPLC) se prefiere sobre la cromatografia de gases (GC) ya que no requiere un
pretratamiento de los extractos y permite analizar compuestos polares (Stefova et al., 2003;

Kumar, 2017).

El HPLC acoplado a detector por espectrometria UV con arreglos DAD o PDA (Diode-Array
Detector y Photodiode Array Detector por sus siglas en inglés) permite la deteccién de
flavonoides ya que tiene absorbancias maximas en este rango de radiaciones (240-285 nm y

300-400 nm) (Markham y Mabry, 1975; Sisa et al., 2010).

El uso de una columna C18 RP (fase reversa) (Cuyckens y Claeys, 2004) y la elucién con
solventes isocraticos o por gradiente de disolventes (Merken y Beecher, 2000; Stefova et al.,
2003) permite una separacion eficiente de la mayoria de las clases de flavonoides
previamente mencionados, debido a que los perfiles de insaturacion, hidroxilacién,

metilaciéon y glicosilacion influyen en las interacciones con la columna (Fig. 9).
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Figura 9. Cromatograma del HPLC-UV (280 nm) de un extracto complejo de fenoles.
Adaptado de Sakakibara et al. (2003).
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A pesar de su amplio uso en estudios de flavonoides, el HPLC-UV tiene limites tales como la
necesidad de espectros de estandares. Ademads, dificilmente se aplica para una
caracterizacion estructural de los flavonoides que eluyen en grupos de polaridad similar

(Kumar, 2017).

Usando el HPLC de manera preparativa, se pueden separar los grupos de flavonoides para
identificar los compuestos presentes de forma mas precisa (Fig 10). Pero la caracterizacién
estructural de los flavonoides y el descubrimiento de nuevos derivados se asocia al
acoplamiento del HPLC con espectrometria de masas (Cuyckens y Claeys, 2004; Kumar,

2017).

T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

Tiempo de retencion (min)

Figura 10. Separacién de 25 flavonoides estdndares, en orden: erocitrina, neoeriocitrina,
robinetina, narirutina, naringina, rutina hesperidina, neohesperidina, isohoifolina, roifolina,
diosmina, neodiosmina, neoponcirina, quercetina, poncirina, luteolina, kaempoferol,
apigenina, isorhamnetina, diosmetia, rhammetina, isoakuranetina, sinensetina, acacetina y
targeretin. Adaptado de Stefova et al. (2003).

La espectrometria de masa incluye la ionizacién previa al andlisis de masas. La ionizacion se
realiza principalmente por electroespray (ESI) y por quimica a presién atmosférica (APCI) de
los cuales el ESI es el método mas usado en metaboldmica para analizar un amplio rango de
masas (m/z 50-1200) (Tugizimana et al., 2018). Con base en esto, la muestra se nebuliza en
fase gaseosa a través de un capilar donde ocurre la fragmentacion inducida por colision,
entre otros. Por evaporacion del solvente frente al campo eléctrico se fija la carga en los
iones (Fabre et al., 2001; Tugizimana et al., 2018). En el caso de los flavonoides, se usa

preferencialmente una ionizacion negativa, aunque la ionizacién positiva puede
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complementar la elucidacidn de las estructuras de los compuestos (Cuyckens y Claeys, 2004;

Tsimogiannis et al., 2007).

Posteriormente, los fragmentos son clasificados segun la masa y carga (m/z), en un
analizador de masa, entre los que se destacan el IT (lon Trap) caracterizado por la
disociacion idnica a través de un campo magnético o eléctrico no homogéneo, y el Q-TOF
(Quadrupole-Time Of Flight) que, por variacién constante del voltaje, y por las
radiofrecuencias aplicadas, retiene de manera diferencial los iones antes de liberarlos en el
campo eléctrico del equipo TOF que mide la aceleracién de los iones. Por ultimo, el detector
de espectrometria de masas (MS) permite la adquisicién de los espectros para su analisis

(Kumar, 2017; Lucci et al., 2017; El-Hawary et al., 2020).

Entonces, con el andlisis HPLC-MS, basado en los perfiles de fragmentacién de los iones
moleculares, se obtiene informacidn de los flavonoides agliconas en extractos complejos; los
tipos, secuencia, y posicion de los carbohidratos; asi como de otros sustituyentes presentes.
Los anillos insaturados estan sujetos a la reacciéon de fragmentacion de Retro-Diels-Alder
(RDA) lo que ocurre frecuentemente en el anillo C de los flavonoides (Merken y Beecher,
2000; Tsimogiannis et al., 2007). Ademas de la protonacion ([M+H]") o deprotonacién ([M-
H]'), también se observa la pérdida de pequefnas moléculas neutras y estables tales como CO
(28 Da), H,O (18 Da), CHs (15 Da) y C,H,0 (42 Da) entre otros lo que lleva a una
reorganizacion molecular. La abundancia de estos fragmentos en las muestras analizadas
informa en cuanto a los sustituyentes de los anillos A y B principalmente (Fabre et al., 2001).
Adicionalmente, durante la fragmentacion, los compuestos O-glicosilados son mas
susceptibles que los C-glicosilados por la naturaleza del enlace. Por lo tanto, la frecuencia de
los iones reducidos de hexdésido (162 Da), desoxi-hexdsido (142 Da) o pentdsido (132 Da)
evidencia la estructura y secuencia de los derivados glicosidicos como en el ejemplo de la

apigenina glicosilada representados en la Fig. 11.
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Figura 11. Perfil de fragmentacién de la apigenina-7-O-neohesperiddsido y reaccién de
Retro-Diels-Alder del ion molecular de la apigenina. Adaptado de Cuyckens y Claeys (2004), y
Merken y Beecher (2000).

Estas técnicas robustas, presentan la ventaja de ser cualitativas, cuantitativas e informativas.
Sin embargo, la identificacion de los fitoquimicos en extractos complejos sigue siendo un
reto (Fig. 12) (El-Hawary et al., 2020; Atanasov et al., 2021). Los autores previamente citados
han reportado limitaciones en cuanto a la deteccion y cuantificacion de los flavonoides por
HPLC-UV-MS. Entre ellas, la sensibilidad de los equipos generalmente arriba de 1x10~ AU, la
co-elucién de compuestos de pesos moleculares similares (exactitud de masa de 1.0 a 0.1
Da), y la dificultad de identificacién de algunas sustituciones como la acetilacion vy

sulfatacidn, por ejemplo.

Por otro lado, tienen como desventaja la necesidad de una extraccidon y purificacion previa al
analisis, que la mayoria de las veces consumen recursos que encarecen a los bioprocesos.
Por lo que, para la identificacion y cuantificacion, la extraccion previa puede generar falsos
negativos o mezclas de metabolitos dificiles de separar (Atanasov et al., 2021). Con este
argumento, es importante proponer alternativas metodoldgicas de identificacion de
productos naturales. Ademas de que estas técnicas son tardadas, de altos costos y generan

gran cantidad de residuos toéxicos.
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Actividades biolégicas

Figura 12. Proceso de identificacién de compuestos naturales en extractos complejos.
Adaptado de Anatasov et al. (2021).

2.5.2 Las “Omicas”

Con los avances en las herramientas de biotecnologia moderna como las ciencias “omicas”,
la busqueda de metabolitos puede llevarse a cabo con métodos in silico que permiten la
identificacion de enzimas involucradas en las rutas metabdlicas de sintesis de los
compuestos de interés (Rai et al., 2017). Esto debido a que siempre es mas preciso el enlace
entre transcriptomica, protedmica y metaboldmica (Fiehn O et al., 2000; Ning et al., 2012;
Hoopes et al., 2018). Por lo tanto, se ha logrado correlacionar los perfiles de genes
involucrados en vias metabdlicas de interés y la abundancia de los metabolitos asociados
(Shoeva et al., 2016; Zhou et al., 2017). Por lo tanto, el analisis transcriptémico como
método predictivo para establecer modelos metabdlicos hacia la identificaciéon vy
cuantificacién relativa de fitoquimicos se presenta como un método eficiente y novedoso

(Han et al., 2016; Rai et al., 2017; Park et al., 2019).

En este sentido, los genes involucrados en las rutas metabdlicas de sintesis de los
flavonoides se identificaron en plantas modelo (Pollastri y Tattini, 2011; Ma et al., 2015; Xu
et al., 2015; Liu et al., 2017; Guo et al., 2020), de tal manera que se desarrollaron oligos

especificos para genes involucrados en su biosintesis (Tabla 2).
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Tabla 2. Referencias de acceso de las secuencias de los oligos desarrollados para genes
codificantes para enzimas de sintesis de los flavonoides en NCBI. Adaptado de Peukert et al.
(2013).

Genes candidatos Numeros de acceso en NCBI
Fenilalanina ammonia-lisasa (PAL) AB367438, X97313, X99482, X99483, 749145,
Z49146, 249147

Cinnamato 4-hidrokilasa (C4H) NM_001051180, NM_001053349,
NM_001053354, NM_001061725

Chalcona sintasa (CHS) Y09233, U43494

Flavanona 3-hidroxilasa (F3H) X58138

Dihidroflavonol reductasa (DFR) NM_00150192, Hv.23226

Por otro lado, mediante el uso de microarreglos, se evalud la expresion de genes
estructurales involucrados en la sintesis de flavonoides (Chs, Chi, F3h, F3’h, Dfr y Ans)
mostrando que su co-expresion resultd en la produccién de antocianina, revelada por HPLC-
UV. Ademas, se evalud la relacién entre el gene Ant2 (acceso GenBank HM370298) como
regulador de los genes de estructura y la biosintesis de antocianinas (Shoeva et al., 2016; Liu
et al., 2017). Otros factores de regulacion de la sintesis de antocianinas han sido
identificados de las familias de los MYB, MYC and WD40. Dentro de ellos, se identifico el Ant
13 como factor de regulacion de los genes Ant 17, 18, 19, 22 y 26 que determinan la

estructura de los flavonoides (Xu et al., 2015).

Debido al polimorfismo de estos genes codificantes, el contenido en flavonoides se ha visto
impactado. En efecto, se ha mostrado que un nivel de expresién mayor del gen Fe4CL2, llevé
a una mayor produccion de rutina (3,3',4',5,7-pentahidroxiflavona-3-ramnoglucdsido) en
comparacion con la expresidon de otros genes homélogos. En el caso de la quercetina,
precursor de la rutina, se identificaron isoformas del gen codificante para la enzima FLS, y se
correlacionaron sus perfiles de expresion con la abundancia diferencial de los metabolitos (Li

etal., 2014).

De la misma manera, la anotacion funcional del transcriptoma de novo de varias plantas
medicinales y plantas modelo permitid la identificacion de genes de la biosintesis de los
flavonoides, y la sobre expresién de diferentes clusters de estos genes se relacioné con la
presencia de flavonoides especificos en los extractos (Chen et al., 2013; Jiang et al., 2013;

Han et al., 2016; Liu et al., 2017; Zhou et al., 2017).
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Con base en lo anterior, los datos necesarios para realizar transcriptomica funcional y
comparativa como método predictivo de la presencia de flavonoides en A. lechuguilla estan

disponibles en las diferentes bases de datos publicas.

Pocos estudios de transcriptomica o gendmica en especies de agaves han sido publicados y
ninguno de A. lechuguilla (Tabla 3). En general se enfocan en la determinacion del
metabolismo CAM vy respuestas a estrés abidticos (Simpson et al., 2011; Gross et al., 2013;

Shakeel et al., 2013; Abraham et al., 2016; Cervantes-Pérez et al., 2018; Huang et al., 2019).

Sin embargo, estos estudios han generado el conocimiento basico del genoma de los agaves
como base para nuevos estudios. De acuerdo con el tamano del transcriptima de A.
tequilana (293.5 Gbp) y A. deserti (184.7Gbp) (Gross et al., 2013), y del genoma de A.
americana (556.9 Gpb) (Abraham et al., 2016), se estima que la cantidad de datos necesarios
para para obtener una buena representacién de la poblacion de ARNm para el analisis

transcriptomico (RNA-Seq) de A. lechuguilla es de 950 millones de lecturas crudas de 150 pb.

Tabla 3. BioProjects de especies de agaves registrados en NCBI.

Especies de Agave Tipo de proyecto Numero de acceso NCBI
Genoma del cloroplasto PRINA356554
A. americana Genoma completo PRJNA323312
Transcriptoma PRINA244686
A. attenuata Genoma del cloroplasto PRINA359954
A. deserti Transcriptoma PRJNA193173
A. sisalana Transcriptoma PRJNA359581
Genoma completo PRINA253745
A. tequilana PRJNA507288
Transcriptoma PRJNA193469

2.6 Evaluacidn de las propiedades bioldgicas

2.6.1 Invitro ein vivo

Una vez que los flavonoides estdn caracterizados, se pueden evaluar sus propiedades
bioldgicas para sugerir aplicaciones. Ante todo, se establece que un compuesto bioactivo es
una molécula que tiene la capacidad y la habilidad de interactuar con uno o varios
componentes de un tejido vivo y que presenta una amplia diversidad de efectos (Guaadaoui
et al., 2014). Para demostrar estos efectos, se requiere de pruebas disefiadas de manera

especifica.
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Las propiedades biolégicas de los flavonoides se relacionan con sus funciones de
secuestracion de radicales de oxigeno y metales, por interactuar con enzimas inhibiendo o
activando sus actividades, y por lo regular de la sefializacién celular y la expresidén génica
(Granato et al., 2018; Wang et al., 2018). Estos compuestos actian de manera exogena o
endogena a diferentes niveles de las cadenas de reacciones celulares (Anguiano-Sevilla et al.,

2018).

Los flavonoides como compuestos antioxidantes no enzimaticos pueden detener, retardar o
prevenir el dafo oxidativo actuando a lo largo de la cascada de reacciones que producen
radicales libres (Suzuki y Mittler, 2006). Los diferentes tipos de estrés oxidativo que generan
especies reactivas de oxigeno (ROS por sus siglas en inglés) pueden ser fisicos, quimicos o
bioldgicos. Las pruebas de actividad antioxidante (AA) se clasifican segln el mecanismo que
se pretende neutralizar. Por lo tanto, 29 métodos in vitro e in vivo de caracterizacion de la

AA se han desarrollado (Alam et al., 2013; Granato et al., 2018).

De igual manera, los flavonoides pueden influir en mecanismos celulares relacionado con las
reacciones inmunes y el mecanismo inflamatorio involucrados en el desarrollo de la mayoria
de las enfermedades como diabetes, cancer, patologias cardiacas, y enfermedades causadas
por agentes patdgenos (Antunes-Ricardo et al., 2015; Wang et al., 2018). Las propiedades
antiinflamatoria e inmunomoduladora se evaluan in vitro principalmente en lineas celulares,
midiendo parametros tales como los niveles de citoquinas. Asimismo, en bioensayos in vivo,
se determina la producciéon de estas enzimas en muestras de sangre con pruebas ELISA, por
ejemplo (Chen et al., 2009; El-Hawary et al., 2020). Existe una plétora de lineas celulares y
organismos que pueden ser usados para el cribado de los efectos terapéuticos de los
flavonoides. Asimismo, hay una gran diversidad de mediadores enzimaticos y no enzimaticos
involucrados en las respuestas celulares que pueden ser medidos para determinar sus

mecanismos de accion.

Por ejemplo, la actividad anticancerigena se relaciona con la actividad inmunomoduladora,
tomando a la apoptosis como el mecanismo clave (Anguiano-Sevilla et al., 2018). Hasta hace
poco, la investigacion se limitaba al cribado de los compuestos en las 60 lineas celulares del
catalogo NCI60 (Nacional Cancer Institute), ahora existe mds de 1,000 lineas celulares en la

CCLE (Cancer Cell Line Encyclopedia por sus siglas en inglés) (Ghandi et al., 2019; Warren et
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al., 2021), de las cuales cada laboratorio puede tener sus propias variantes (Fusenig et al.,

2017).

La determinacion de tales efectos (antioxidante, antiinflamatorio, anticancerigeno e
inmunomodulador) de los compuestos en lineas celulares es un proceso clave en el
desarrollo de medicinas. Sin embargo, se ha mostrado que debido a la especializacidon de
tales lineas en cultivos in vitro, los mecanismos celulares difieren de lo encontrado in vivo en

muestras de tejidos cancerigenos (Warren et al., 2021).

Por otro lado, el efecto benéfico de los flavonoides se relaciona con su potencial prebidtico,
en particular en el caso de los flavonoides glicosilados (Martinez-Gutierrez et al., 2017). En
general, in vitro, la evaluacién el potencial prebidtico se realiza por estimacién del efecto
sobre el crecimiento de microorganismos benéficos. De igual manera, el efecto
antimicrobiano se evalua in vitro midiendo el efecto de inhibiciédn de crecimiento de cepas
patdgenas cultivadas en medio solido o liquido (Castillo et al., 2010; Rizwan et al., 2012;
Castillo-Reyes et al., 2015). Sin embargo, es recomendable realizar pruebas in vivo con
aplicaciones en organismos (tanto plantas como animales) de interés y realizar retos de
patogenicidad, debido a la complejidad de los mecanismos involucrados (Jorgensen y
Ferraro, 2009; Iser et al., 2016; Jasso-Padilla et al., 2017). Para medir el efecto, la
metagenémica se emplea como un método de alto rendimiento que permite evaluar el
efecto de los compuestos en la modulacién de las comunidades microbianas considerando la
proporcién entre microorganismos benéficos y patégenos por ejemplo (Ortiz-Estrada et al.,

2019).

En resumen, hay una gran diversidad de pruebas disponibles para evaluar las propiedades
bioldgicas y mecanismos de accion de los flavonoides in vitro e in vivo. En general, aun
cuando se eligen las pruebas de acuerdo al enfoque de investigacion, es necesario realizar
varios ensayos para poder proponer la aplicacién de un producto bioactivo. Esto puede
llevar mucho tiempo antes de identificar una actividad efectiva, y demostrarla cumpliendo

los requisitos de comercializacion.
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2.6.2 Insilico

Con base en lo anterior, el uso de herramientas de quimica computacional se establece
como una metodologia exploratoria que permite dirigir y entonces limitar a lo minimo las
pruebas in vitro e in vivo. Por otro lado, la CADD (Computer-Aided Drug Design por sus siglas
en inglés) permite el descubrimiento o disefio de nuevas moléculas bioactivas de manera
dirigida especificamente a algun agente patdégeno, o algin mecanismo celular blanco como

la inflamacidn o las vias de desarrollo de cancer (Schilke et al., 2020; Kuypers et al., 2021).

Estas herramientas informaticas se basan en las caracteristicas fisicoquimicas de una
molécula para predecir su potencial de interaccion con moléculas blanco. Primero se
considera la estructura 2D y 3D de la molécula (ligand) y se compara con bases de datos
como Zinc DB, DrugBank, PubChem, ChEMBL, Chemspider, Molecule DB y Approved Drugs,
para estimar las similitudes con otros agentes activos. Posteriormente, se eligen los
receptores blancos (target) por cribado virtual de la libreria de ligand con bases de datos de
target, de las cuales la mas usada es PDB (Grosdidier et al., 2007; Daina et al., 2014).
Finalmente, se predicen las interacciones entre el ligand y el target considerando la
dindmica molecular y la energia libre (cargas) de ambas moléculas para modelizar las
reacciones espontaneas entre las dos moléculas. Estas interacciones pueden ser polares,

apolares y por formacién de puente de hidrégeno (Torres et al., 2019).

Este método ya se aplicd para elucidar el mecanismo de accion de los flavonoides
identificados en los extractos de hojas de A. lechuguilla en la actividad anticancer observada
in vitro en lineas celulares del cancer del pulmén. Para esto, cribaron el efecto de los tres
flavonoides con 18 proteinas involucradas en la apoptosis de células cancerigenas. Se ha
demostrado el potencial de acoplamiento del bioflavonoide con tres de las proteinas
cribadas con interacciones polares, no polares y puentes de hidrégeno. La quercetina se
acopla con cinco receptores por interacciones polares y puente de hidrogeno. No se observd
interaccion apolar. Entre ellos el TNF-R1 considerado como el principal mediador de
induccion de la apoptosis sugiriendo el efecto de estos flavonoides como anticancer
exogeno. El kaempferol se acoplé con otra proteina distinta de la cadena de reaccion, la
Fas/CD95 que es intracelular, por lo que se considera como agente anticancer enddgeno

(Anguiano-Sevilla et al., 2018).
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Al igual que el uso de la identificacién de flavonoides con transcriptomica, la prediccion in
silico de la bioactividad de los flavonoides se inscribe en el desarrollo de una metodologia
base de bioprospeccién de alto rendimiento, efectiva, y ahorradora de tiempo y costos de
analisis. Asimismo, se puede proponer el guishe como fuente de flavonoides bioactivos los

cuales tienen que obtenerse por medio de métodos adecuados para su uso posterior.

2.7 Obtencion de los flavonoides

2.7.1 Procesamiento de la biomasa

2.7.1.1 Secado

Para la conservacion de los fitoquimicos de interés como los flavonoides, la liofilizacién es
considerada como el mejor procedimiento, ya que impide la actividad enzimdtica intrinseca
de la fuente orgdnica que podria degradar los compuestos, ademas de que mantiene la
estructura de los compuestos y en consecuencia sus propiedades bioldgicas (Marston y
Hostettman, 2006). Sin embargo, aunque es ampliamente empleada a nivel laboratorio, la
liofilizacién es demandante en energia y tiempo de proceso por lo que no es adecuada para
su uso a nivel industrial, a menos que el costo de su uso sea compensado con la demanda de

los productos que se formulen (Rodriguez et al., 2016).

Por tal motivo, existen técnicas alternativas para el secado de la biomasa de Agave spp. a
grandes escalas, como el secado en condiciones naturales (temperatura ambiente y luz) (Iser
et al., 2020) y en condiciones artificiales en horno a 45°C (Rios-Gonzalez et al., 2018), 60°C
(Iser et al., 2020), 105°C (Valdez-Vazquez et al., 2020). Sin embargo, la temperatura y la
exposicién a la luz son los factores determinantes en la estabilidad de la estructura vy la
funcion de los flavonoides (Biesaga, 2011; Antunes-Ricardo y Gutiérrez-Uribe, 2018;
Santana-liménez et al., 2020). Por lo tanto, su efecto en los flavonoides del guishe se debe

considerar para proponer un método de secado y de almacenamiento adecuado.

2.7.1.2 Pretratamiento de la biomasa

Uno de los retos mas importantes en cuanto al aprovechamiento de residuos vegetales para
la obtencién de bioactivos naturales se relaciona con los rendimientos para obtener la
mayor cantidad de los compuestos de interés (Santos-Zea et al., 2012; Arevalo-Gallegos et

al.,, 2017; FAO, 2019; Mehmood et al., 2021; Freitas et al., 2021). Antes que el aspecto
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técnico de los procesos, la estructura limitante mds importante durante la extraccion de
compuestos como los flavonoides es la pared celular compuesta principalmente de
polimeros complejos de celulasa, hemicelulasa, lignina y pectina (Gil-Chavez et al., 2013;

Boulila et al., 2015).

En el caso de la lechuguilla, la composicién del material lignoceluldsico se reportd
previamente en los estudios para su uso en bioenergia (Tabla 4). Asimismo, los
pretratamientos acidos, alcalinos y térmicos de la biomasa de A. lechuguilla han sido
estudiados como pasos previos para la produccion de biogds y biocombustibles (Diaz-Blanco
et al., 2018; Rios-Gonzalez et al., 2021). Sin embargo, se sabe que estos procesos modifican
las propiedades fisico-quimicas de los compuestos fendlicos (Puri et al., 2012). Por ejemplo,
Carmona et al. (2017) reporta una disminucidn de la actividad antioxidante de los extractos

obtenidos a partir de A. lechuguilla pretratada a pH alcalino.

Tabla 4. Proporciones de los carbohidratos en la matriz lignoceluldsica del Agave lechuguilla
Adaptado de Carmona et al. (2017).

Componente quimico Composicidon (% base seca)

Celulosa 17.72 £ 0.68
Hemicelulosa 17.15+0.91
Lignina soluble 3.64+0.34
Lignina insoluble 3.68+0.21

En contraste, la hidrdlisis enzimatica permite una digestion eficiente de la matriz
lignocelulésica sin afectar a los compuestos bioactivos (Gil-Chavez et al., 2013; Huynh et al.,
2014; Nadar et al., 2018; Bilal y Igbal, 2019; Mill et al., 2019). Esta técnica, permite liberar los
compuestos fendlicos integrados en la pared celular (Fig. 13). Por ejemplo, en el caso de las
matrices de alimentos, el 24% del contenido total en fenoles (TPC) se encuentra ligado a la

celulosa, hemicelulosa y pectina (Nadar et al., 2018).

Por lo que, con el uso de este tipo de extraccidn se favorece la liberacién de los compuestos
de interés como los flavonoides, sin importar el método de purificacion final. Por ejemplo, la
extracciéon de kaempferoles glicosilados (Huynh et al., 2014) e isoramentinas glicosiladas
(Mill et al., 2019), se incrementdé usando los mix enzimaticos Viscozyme y Rapidase

(Novozyme). Del mismo modo, usando un mix preparado con pectinasa y celulasa (1:2, w/w)
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se lograron extraer 16 flavonoides con mayores rendimientos que sin pretratamiento

enzimatico (Xu et al., 2018).

| CB no .
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Compuestos _ _ .
. bioactivos (BC) v=-{. Red lignoceluldsica O Enlaces covalentes o
— = Proteinas estructurales Matrices de la pared celular fuerza de Van der Waals

( Enzimas lignoceluloliticas (B-glucosidasas, xilanasas, glucanasas, y otras)

Figura 13. Hidrdlisis enzimatica para la liberacion de compuestos bioactivos ligados a la
matriz lignoceluldsica de las plantas. Adaptado de Gil-Chavez et al. (2013).

Ademas, bajo el concepto de biorrefineria el pretratamiento enzimatico pretende facilitar la
extraccién de los metabolitos secundarios (Nadar et al., 2018), y a su vez liberar los azucares
necesarios para la fermentacién como parte de la produccién de biocombustibles
(FitzPatrick et al., 2010; Ortiz-Méndez et al., 2017). Asi, la integracién de una etapa de
hidrdlisis previa a la extraccidn es relevante tanto para mejorar la recuperacién de

flavonoides como para ser contemplado como paso comun en el concepto de biorrefineria.

2.7.2 Técnicas de extraccion

2.7.2.1 Método convencional

Entre las técnicas convencionales, la extraccidn Soxhlet es la mas empirica y la mas usada a
nivel industrial para la extraccion de compuestos fendlicos con un tiempo de extraccidén que
varia de 1h a 24h segln la biomasa. Asimismo, se usan diversos solventes dependiendo de la
polaridad de los compuestos que se busca extraer, con una preferencia para el metanol,
etanol, acetato de etilo y acetona (Paes et al., 2014; Caballero Galvan et al., 2017; Davila et
al., 2017; Farooq et al., 2020). Sin embargo, tanto el tiempo del proceso como la cantidad de
solventes usados hace que el uso de esta técnica de extraccion sea siempre controversial por

los impactos ambientales negativos que genera.



36

Como alternativa al uso de solventes organicos se ha probado el uso de manteca de coco y
lanolina para la obtencion de compuestos fendlicos de A. lechuguilla, pero reportan
contenidos de TPC mucho mas bajos que con el uso de metanol por ejemplo (Mendez et al.,
2012; Castillo-Reyes et al., 2015). Por otro lado, los extractos acuosos de agaves que
presentan buenos contenidos en compuestos fendlicos y flavonoides relativos, también
estan relacionados con una mayor citotoxicidad (Barreto et al., 2017), y una menor actividad

antimicrobiana (Hammuel et al., 2011; Martinez Hernandez, 2017).

2.7.2.2 Métodos no convencionales

Por lo tanto, se busca preferencialmente el uso de nuevas técnicas no convencionales como
la extraccidn asistida por ultrasonido y la asistida por microondas. Estas técnicas son muy
eficientes para la obtencion de flavonoides, en particular debido al efecto fisico en las
matrices vegetales por la aplicacién de frecuencias u ondas, lo que favorece la extraccion de
los metabolitos (Wong Paz et al., 2015; Barba et al., 2016; Périno et al., 2016; Farooq et al.,
2020). Estas técnicas son consideradas como amigables para el medio ambiente porque
limitan el tiempo de operacién y la cantidad de solventes en comparacion a la extraccién por
Soxhlet. Sin embargo, siguen siendo métodos que son dificilmente selectivos por lo que se
requieren pasos de purificacion (Atanasov et al., 2021). La purificacidon agrega todavia uso de
diversos solventes organicos al proceso. Ademas de generar perdida de los compuestos de
interés entre las diferentes fases de elucidn por polaridad (Del Valle et al., 2005). Asimismo,
las trazas de solventes en los productos finales puede llevar a restricciones de uso,
posteriormente. Por otro lado, la extraccién por sonicacién o microondas han mostrado
limites en el escalamiento y en la automatizacion de los métodos (Périno et al., 2016;

Caballero Galvan et al., 2017).

Debido a lo anterior, se ha explorado el uso de extraccién en campos eléctricos (PEF, POH, y
HVED), modificando las propiedades de los solventes (ASE, DES, HSAE), aplicando altas
presiones (PLE, HHP, HPP, y PHWE) y usando las propiedades criticas de los fluidos (SbFE y
SFE) (Barba et al., 2016; Castro-Lépez et al., 2017; Leong et al., 2019; Chemat et al., 2019;
Panzella et al., 2020). Entre ellas, la extraccién por fluidos supercriticos (SFE) presenta la
ventaja de ser un proceso de extraccion y purificacion al mismo tiempo, y se considera como

sustentable y factible para su escalamiento a nivel industrial (Shan et al., 2012; Del Valle,



37

2015; Ciarlini et al., 2017). De hecho, se aplica a nivel industrial desde los afios 80 como

proceso para descafeinar el café (Zosel, 1981).

2.7.2.3 Extraccion por fluidos supercriticos

La extraccion por fluidos supercriticos se fundamenta en conceptos fisicoquimicos de la
materia, tomando principios de la termodindmica, y la transferencia de masa (Del Valle y
Aguilera, 1999; Cox y Chapman, 2001; Logan, 2003; Garcia-Pérez et al., 2017; Murias et al.,
2017). Basicamente, los fluidos en condiciones supercriticas tienen estructura, propiedades y
comportamiento en dos estados de la materia, gas y liquido. Cuando se aumenta la
temperatura, se aumenta la agitacion de las moléculas y el volumen ocupado por un fluido
por lo que se limitan las interacciones intermoleculares. A ese fenédmeno, cuando se adiciona
una presion suficiente, se limita la expansién térmica del volumen por lo que no alcanza el
cambio de estado y se encuentra justo al limite (Fig. 14). Los fluidos en condiciones
supercriticas tienen un poder de solubilizacién incrementado debido a la baja viscosidad y un

alto potencial de difusion a través de tejidos vegetales (Chemat et al., 2019).

Uno de los solventes mas utilizados en esta técnica es el CO, que es de bajo costo, es
reciclable, no inflamable e inocuo (Barba et al., 2016). Ademas, sus parametros en condicién
supercritica (Tabla 5) permiten conservar la integridad de las moléculas extraidas. En este
estado, el CO, tiene una densidad de 10 a 10° kg/ms, una difusividad de 10~ m2/s y una

viscosidad de 5x10™-10 Pa/s (Del Valle y Aguilera, 1999).
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Figura 14. Diagrama de estado de un fluido en funcién del aumento de temperatura y
presion. Adaptado de Logan (2003).

Tabla 5. Pardmetros fisicos del punto critico de tres solventes, CO,, etanol y agua.

Solvente Peso molecular Temperatura critica Presion critica Densidad critica
(g/mol) (°C) (MPa) (g/cm’)
Cco, 44,01 31.25 7.38 0.469
Etanol 30.07 32.3 4.87 0.203
Agua 18.02 374.3 22.12 0.348

Para extraer un compuesto de manera especifica por SFE, es necesario conocer las
caracteristicas fisicoquimicas precisas del compuesto a extraer para evaluar el efecto de los
pardmetros de la técnica en los extractos (Antunes-Ricardo et al., 2017). En el caso de los
flavonoides, las caracteristicas fisicoquimicas son diversas debido a la variedad de
estructuras. De manera general, por la polaridad de los flavonoides, es necesario agregar un
co-solvente para aumentar la polaridad CO, y asi favorecer la solubilidad de los compuestos
en el CO,. Con esto, se incrementan los rendimientos especificos de extraccién (Fleck et al.,
1998; Sato et al., 1998; Pieck et al., 2015). El co-solvente mas utilizado es el etanol debido a
sus caracteristicas supercriticas del mismo rango que los del CO, en comparacién al agua que

es el solvente mas polar (Tabla 5).

En el contexto de extraccion de compuestos bioactivos de interés, en trabajos previos se han
logrado extraer moléculas con rendimientos comparables o superiores a los métodos

extractivos convencionales (Shan et al., 2012; Pereira et al., 2016a; Correa et al., 2017;
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Santos et al., 2017). Por otra parte, se ha mostrado una mayor conservacion de la actividad
bioldgica, en particular de la capacidad antioxidante, en los productos extraidos (Liza et al.,

2010; Paes et al., 2014; Babova et al., 2016; Pereira et al., 2016b; Monroy et al., 2016).

Por ejemplo, se logré extraer de manera especifica la emodina en mayores proporcion en los
extractos obtenido por SFE (1 ml/min CO, + 35% etanol, 40°C, 15 MPa) que por Soxhlet, y los
rendimientos especificos, el contenido en TPC y la actividad antioxidante de los extractos se
encuentran en los mismos rangos confirmando la eficiencia de la SFE en comparacion el
metodo convencional (Fig. 15). En otro estudio, se extajeron isorhamnetinas glicosiladas por
SFE (80 g/min CO, + 5% etanol, 50°C, 300 bar) y quercetina metilada (100 g/min CO; + 5%
etanol, 35°C, 400 bar) a partir del nopal (Opuntia ficus-indicus) por lo que se propuso esta
tecnica como alternativa a la extraccion por solvente (Antunes-Ricardo et al., 2017).
Considerando los flavonoides previamente descritos en la lechuguilla (quercetina, kempferol
y derivados glicésidicos), el uso de la SFE tomando como referencia el proceso aplicado al

nopal aparece como una alternativa prometedora a la extraccién por solventes.

T-Resveratrol Emodina - W Phenolic Content —C— Antioxidant Activity

180 45
160 + L 40 B
T B
= 140 * L35 5
o 120 30 £
= 100 - 25 £
@] —_
E z
= 2
) 80 20 E
£ -
g 60 15 =
2 2
= =
S 40 4 10 2
2
20 5 3

0 ‘ e Lo

Soxhlet Etanol ~ Soxhlet Soxhlet Soxhlet Tert- LPSE SFE 15MPa,

Acetonitrila  Isopropanol  butyl alcohol 40°C, EtOH
35%, 1mL/min

Figura 15. Concentracién de compuestos fenolicos (mg/g), concentracion en fenoles totales
y IC50 (ug/mL) de la actividad antioxidante de los extractos obtenidos con diferentes
métodos de extraccion. Reproducido de Santos et al. (2017).

Asimismo, con la determinacién de las condiciones adecuadas para la extracciéon de los

flavonoides a partir del guishe con la implementacion de la SFE se pretende obener extractos
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enriguecidos en compuestos bioactivos de alta calidad. Ademas, usando solventes
aprobados, se obtiene un extracto purificado que cumple con los requisitos para
aplicaciones posteriores (FDA, 2020). Por lo tanto, se pueden establecer las

recomendaciones para uso de estos extractos en la formulacidn de productos comerciales.

2.8 Requisitos para establecimiento de fichas tecnicas

Para llegar al mercado, un producto tiene que cumplir con varios requisitos. Como se ha
mencionado anteriormente, segun la aplicacion a la que se dirige el producto final, se tienen
que realizar una serie de pruebas in vitro e in vivo basadas en los protocolos establecidos a
nivel internacional como los de la OECD (Organization for Economic Cooperation and
Development) como pruebas de citotoxicidad in vitro 1IC50 (OECD 129, 2010), de
fototoxicidad in vitro (OECD 432, 2004) y de inocuidad in vivo (OECD 423, 2001).
Posteriormente, los resultados se presentan frente a comités de ética para autorizar ensayos
in vivo mds avanzados para comprobar la efectividad de los productos. En farmacologia por

ejemplo esto corresponde a la fase de ensayo clinico.

Sin embargo, al igual que para la bioprospeccidn y la evaluacién de la bioactividad, también
existen herramientas de prediccién in silico de las caracteristicas farmacodindmicas como
alternativas al uso de estas pruebas. En efecto, ya se pueden predecir las caracteristicas de
adsorcién, distribucion, metabolismo, excrecién y toxicidad (ADMET) de una molécula de
manera precisa y aceptada (Daina y Zoete, 2016; Daina et al., 2017; Guéniche et al., 2021;
Rameshkumar et al., 2021).
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3 JUSTIFICACION

La industria del aprovechamiento de la lechuguilla para la obtencién de fibras, genera un
residuo (guishe) que representa el 85% de la cosecha. Esta materia vegetal se desperdicia
por completo, generando problemas ambientales y econdmicos. Sin embargo, debido al
esquema de produccion establecido para la fibra a nivel nacional, y al desarrollo de
plantaciones comerciales, el guishe puede considerarse como un recurso abundante,
perenne y relevante. De tal manera que puede usarse como una materia prima con potencial

biotecnoldgico.

En este contexto, los estudios previos de caracterizacion del residuo han descrito los
beneficios de los extractos de A. lechuguilla como antioxidantes, anticancerigenos, aditivos
alimenticios, antibacterianos y antifungicos. Por tal motivo, el guishe de la lechuguilla como
fuente sustentable de fitoquimicos, es interesante para diversos sectores productivos como
el cosmético, el farmacéutico, el agricola, el acuicola, o la industria alimenticia. Y como una

alternativa a los productos sintéticos.

Por otro lado, los estudios relacionados con los analisis quimicos de estos extractos son
escasos, y muestran la presencia de saponinas, terpenos, fructanos y polifenoles. Las
saponinas y fructanos de la lechuguilla y de los agaves en general estdn ampliamente
estudiados, mientras que los polifenoles, y especificamente los flavonoides solo se describen
escasamente y de manera superficial. Aun cuando son reconocidos por tener una amplia

gama de actividades y un mercado abierto con potencial a corto plazo.

En relacidn al grupo de los flavonoides del A. lechuguilla, 1a descripcidn de los perfiles se ha
limitado debido a la inespecificidad y complejidad del andlisis con métodos de quimica
analitica. Por esta razdén, en la presente investigacién se propone iniciar con la
caracterizacion de los flavonoides del guishe de A. lechuguilla usando la bioprospeccién in
silico con la identificacién de los flavonoides por medio de andlisis transcriptdomicos y la
predicciéon de sus actividades bioldgicas por modelizacion computacional de la relacion
estructura-actividad. Estos métodos se han propuesto, en los ultimos afios, como una
alternativa robusta, de menor costo, y mayor eficiencia para la identificacion de fitoquimicos

bioactivos.
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Adicionalmente, la generacion del primer transcriptoma del A. lechuguilla y la validacion del
uso de la bioprospeccidn por andlisis de transcriptédmica permitird proponer tanto los datos
generados, como la metodologia base para investigar otros compuestos bioactivos del
guishe. De igual manera, la prediccién in silico de las propiedades bioldgicas de los
flavonoides identificados, permitira dirigir la aplicacion final de los productos derivados,
limitando la cantidad de pruebas in vitro e in vivo que atrasan el desarrollo de productos

innovadores y comerciales.

Ademas, la valorizacion del guishe de la lechuguilla por su contenido en flavonoides, esta
sustentada por los cambios de consumo, y los nuevos objetivos internacionales que
promueven el uso de residuos agro-industriales como fuentes naturales de bioactivos de

usos multiples.

Sin embargo, el aprovechamiento de biomasas vegetales residuales es un reto en varios
aspectos. Por un lado, la composicion variable de los fitoquimicos segun el origen de la
biomasa, el manejo postcosecha, y su procesamiento hasta obtener el producto de interés.
Por lo tanto, es necesario considerar la implementacidén de tecnologias que limiten el
impacto ambiental de los bioprocesos y aseguren la calidad de los productos derivados. Con
todos estos retos, resulta indispensable evaluar el perfil en flavonoides del guishe entre las
regiones productivas, los métodos de secado, las condiciones de pretratamiento y los
métodos de extraccidn para la obtencidn de productos naturales de alta calidad, con lo que
se podra recomendar su implementacion a nivel industrial, asi como su integracion dentro
un esquema de biorrefineria que se pretende desarrollar para el uso integral del A.

lechuguilla.

Finalmente, con base en lo anterior, se pretende, ademas, impulsar la cadena de valor de la
lechuguilla, con el objetivo de beneficiar a los campesinos que viven de su cosecha, a través
del aprovechamiento industrial del guishe como materia prima para la extraccion de
flavonoides. Que como externalidad positiva permitira limitar la contaminacién por el

desecho y quema de este residuo en las zonas productivas.
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4 HIPOTESIS

Si se identifican y extraen de manera 6ptima flavonoides con propiedades bioactivas a partir
del guishe de Agave lechuguilla, entonces serd una fuente de insumos para formulacién de

productos naturales de aplicacion industrial
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5 OBIJETIVOS

5.1 Objetivo general

Identificar y extraer flavonoides de interés comercial del residuo de tallado de Agave

lechuguilla para proponerlos como insumos para la industria.

5.2 Objetivos particulares

1) Identificar y cuantificar el contenido en flavonoides en el guishe de Agave lechuguilla
por analisis de transcriptémica y analisis bioquimicos.

2) Evaluar las propiedades bioactivas de los flavonoides identificados en el guishe.

3) Proponer un bioproceso de obtencién de los flavonoides de interés a partir de
guishe, considerando su disponibilidad regional y el desarrollo inicial de un paquete
tecnolodgico.

4) Establecer las caracteristicas de los extractos para proponerlos como componentes

en formulacién de productos innovadores para su aplicacién a nivel industrial.
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6 MATERIAL Y METODOS

6.1 Caracterizacion de los flavonoides en el guishe
La metodologia que se planted para la caracterizacién de los flavonoides en el A. lechuguilla

y el guishe se resumié un diagrama de flujo (Fig. 16).

ngollo
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Figura 16. Diagrama de flujo de la metodologia para la identificacidn de los flavonoides del
guishe

6.1.1 Identificacion mediante transcriptomica

6.1.1.1 Material vegetal

Las muestras de guishe y hojas completas del Agave lechuguilla se obtuvieron el 25 de
agosto del 2017 del el Ejido Tuxtepec (26°11°29.8”” LN; 101°11°0.96" LW). La recoleccién del
cogollo se efectud respetando la NOM-008-SEMARNAT-1996 (SEMARNAT, 2003) y con
pobladores registrados. Los cogollos se llevaron al pueblo donde se realizé el tallado
mecanico de los cogollos completos. Los pobladores aprovecharon el Ixtle mientras se

almacend el guishe en bolsas negras para proteger de la luz durante el transporte hasta
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Ramos-Arizpe Coahuila, México, para su procesamiento. A llegar, el guishe se congeld con
nitrégeno liquido (LN;) y se almacend a -80°C para limitar el desarrollo microbiano y detener

todas la reacciones quimicas y enzimaticas enddgenas.

6.1.1.2 Extraccion de ARN de guishe y hoja de Agave lechuguilla

A partir del tejido de hoja y guishe almacenados previamente a -80°C, se triturd una fraccién
en mortero con nitrégeno liquido, evitando la descongelacién de las muestras. Se colocaron
aproximadamente 2 mg de polvo en tubos de 2ml y se agregaron 1.5 ml de Trizol (Sigma-
Aldrich), se homogeneizd y se colocd en hielo durante 10 min. La muestra se centrifugd por
10 min a 12000 rpm a 4°Cy se recupero el sobrenadante. Posteriormente se adicionaron 200
pl de cloroformo, se homogeneizd e incubé por 10 min y se centrifugd 15 min con los
mismos parametros anteriores. Se recuperd el sobrenadante, se agregaron 500 ul de
isopropanol (Sigma-Aldrich), y después de 1h de precipitacion se centrifugd nuevamente 10
min a las mismas condiciones. El sobrenadante fue recuperado y se le adicion6 1 ml de
etanol-agua (EtOH) (70/30, v/v). Se centrifugd 5 min a 7500 rpm a 4°C antes de eliminar el

EtOH 70% vy se secé a aire libre durante 15 min.

El ARN fue resuspendido en 20-50 ul de agua libre de RNasa y se incubd 10 min a 55°C. La
integridad del ARN fue corroborada en gel de agarosa al 1% en buffer TAE (Tris-acetato-
EDTA) adicionandole 0.525 ul de cloro comercial. Las muestras preparadas previamente con
gel red fueron cargadas en el gel y separadas por electroforesis, 1h a 80 V, el gel se revelé
por fluorescencia. La cantidad de ARN en las muestras fue medida por espectrofotometria

usando el equipo Nanodrop 2000 (ThermoFisher Scientific, USA).

A partir de las cuatro muestras previamente obtenidas, se generaron los pools de ARN de la
hoja y del guishe, mediante una mezcla equilibrada. Se midieron nuevamente las
concentraciones y la integridad para elegir los dos pools de hoja y los dos pools de guishe de

mayor calidad.

6.1.1.3 Elaboracidn de las librerias y secuenciacion RNA-Seq
Los pools de ARN total precipitado se enviaron a la empresa Genewiz®, New Jersey, USA, en

donde se evalud la cantidad e integridad de las muestras en Nanodrop 2000 (ThermoFisher



47

Scientific) y Qubit (Invitrogen), y el RIN (RNA Integrity Number por su sigla en inglés) se

evalud en TapeStation (Aligent).

La elaboracion de las librerias paired-end la realizd la compaiia de servicios siguiendo el
método descrito en el protocolo Illumina® TruSeq RNA Library Prep Kit. Se utilizaron los
adaptadores universales: foward AGATCGGAAGAGCACACGTCTGAAC TCCAGTCAC vy reverse
AGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGAA AGAGTGTA. La secuenciacion de las librerias se realizo
en plataforma Illumina HiSeq 2000 con una profundidad de secuenciaciéon de 350 Mb y un

tamafio de lecturas de 150 pares de bases.

6.1.1.4 Ensamblaje del transcriptéma de novo

La calidad de las lecturas se verificéd con el programa FastQC y la limpieza de las lecturas de
baja calidad se realizd con el programa Trimmomatic-0.32 siguiendo los parametros
sugeridos en el programa (Bolger et al., 2014). Se eliminaron las secuencias de los
adaptadores con la opcion ILLUMINACLIP con el archivo conteniendo las secuencias
especificas, se cortaron las 10 primeras bases de cada lectura para mejorar la calidad
especificando la opcién HEADCROP:10, y se retuvieron las lecturas mayores a 50 pb con

MINLEN:50.

El ensamble de novo se obtuvo con el programa Trinityrnaseq-2.6.6 (Haas et al., 2013)
especificando diferentes tamafios de los k-mers a de 17-31 pb. Para cada tratamiento se
evaluaron los estadisticos del ensamble, obteniendo el nimero de genes predictivos, el N50
y la reparticién de tamano de los contigs. Se eligid el ensamble de mayor calidad estadistica

para llevar a cabo los analisis siguientes.

6.1.1.5 Anotacion funcional

Los algoritmos de alineamiento BLAST-X para homologias de secuencias nucleotidicas y
BLAST-P para homologias de secuencias proteicas (Altschul et al., 1990) se corrieron desde el
programa Trinotate-3.0.2 (trinotate.github.io) buscando homologias en la base de datos
Swissprot (57,012 entradas). Adicionalmente, se hizo un filtrado por BLAST-P del ensamble
comparando con las bases de datos Embryophyta-Uniprot (5,545,476 entradas) y

Viridiplantae-Uniprot (5,789,593 entradas), para asegurar el origen vegetal de las secuencias



48

y eliminar los contaminantes (Hoopes et al.,, 2018). Se generaron dos bases de datos
adicionales con las secuencias peptidicas de A. tequilana y A. deserti reportadas por Gross et
al. (Gross et al., 2013), y se realizé un BLAST-P para identificar los genes que tienen en
comun. Ademas, para identificar los genes involucrados en la biosintesis de los flavonoides
se procesd un BLAST-P con la base de datos Flavonoid-Uniprot (3,564 entradas) generada
previamente a partir de Uniprot. Adicionalmente, se efectud la prediccion de los dominios
proteicos con el programa HMMER con la base de datos Pfam (Finn et al., 2011, 2014).
También, se identificaron los péptidos sefiales por uso del programa SignalP (Petersen et al.,
2011), y se predijeron los dominios transmembranales con tmHMM (Krogh et al., 2001).
Finalmente, se verificd la ausencia de secuencias de ARNr con RNAMMER (Lagesen et al.,
2007). Los datos generados por estos programas fueron cargados en una base de datos
SQlite dentro de Trinotate para obtener el reporte de anotacion funcional de los transcritos
ensamblados, que contiene informacidon ontolégica (Gene Ontology Consortium, 2004),
homologias con enzimas de rutas metabdlicas reportadas en KEGG (Kanehisa et al., 2002) y

Eggnog (Powell et al., 2012).

6.1.1.6 Identificacion de las enzimas

Con base en la filtracién de la informacion entre las diferentes bases de datos de manera
dirigida a la caracterizacién de enzimas involucradas en la sintesis de los flavonoides vy
factores de regulacion, se extrajeron los IDs de las anotaciones. Estos datos se identificaron
de manera precisa y se mapearon en herramientas en linea como KEEG, PANTHER y Eggnog.

Con el mismo proceso se consideraron IDs de los genes sobre regulados en el guishe.

6.1.1.7 Expresion diferencial

Previo al andlisis de expresion diferencial se estimé la abundancia de transcritos presentes
en las librerias de hoja y guishe mediante el paquete RSEM incluido en el programa Trinity
(Haas et al., 2013). Se ejecutd el andlisis de expresién diferencial usando el paquete edgeR
(Robinson et al., 2009) por lo que, procesando las matrices de datos, se obtuvieron los
valores de Fold Change (logFC) > 4, False Discovery Rate (FDR) < 0.02 y p-value < 0.05.
Posteriormente, se obtuvo el heatmap de los perfiles de expresidén entre librerias y entre
guishe y hoja utilizando ggplot2 (Wickham, 2011). El andlisis de expresiéon diferencial

permitid obtener los genes sobre expresados en las librerias de guishe en comparacion con
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las librerias de hoja completa. De estos genes sobre expresados y anotados se
complementaron los datos de biosintesis de los flavonoides en el guishe por medio de

herramientas en lineas como REVIGO (Supek et al., 2011).

6.1.1.8 Enriquecimiento de ontologias de genes (GO enrichment)

Para enriquecer la anotacidn funcional, se usé el comando extract_GO_assignments como
parte de Trinotate y las asignaciones obtenidas fueron cargadas en Trinity y procesadas por
el paquete GOseq (Young et al., 2010) para obtener informacién de procesos bioldgicos,
funciones moleculares y componentes celulares en los cuales estan involucrados los genes

regulados diferencialmente.

6.1.2 Analisis bioquimicos del contenido en flavonoides del guishe

6.1.2.1 Extraccidn de los flavonoides

A partir de una muestra de guishe congelada en nitrégeno liquido, liofilizada y reducida en
polvo se obtuvieron fracciones complejas por extraccidn con solventes. Los solventes mas
apropiados para la extraccion de fenoles y flavonoides son el etanol y metanol en mezcla con
agua. De la muestra de guishe se tomaron aproximadamente 300 mg de polvo en 5 ml de
etanol-agua (70/30, v/v) (EtOH 70%) y metanol-agua (60/40, v/v) (MetOH 60%) para su
maceracidon durante 45 min con asistencia de ultrasonidos a 80 Hz y a una temperatura
inferior a 40°C para prevenir la degradacion térmica de los compuestos. Posteriormente, se
centrifugd a 5500 rpm, 15 min a 25°C, y se recuperaron los sobrenadantes que contiene la
mayoria de los polifenoles. Se efectuaron las etapas de maceracién y centrifugacion dos
veces mas a partir de la misma biomasa para incrementar el rendimiento de extraccién. Los
sobrenadantes se juntaron para concentrarlos en Rotavapor (IKA) controlando Ia
temperatura de la tina a 60°C lo que resulta en una temperatura en el envase de 40°C
debido al vacio. Se solubilizaron los extractos con 1mL de agua destilada para luego
liofilizarlos 24h a -49°C a presiéon inferior a 0.120 Pa. Por ultimo, se estimaron los

rendimientos de extraccién por diferencia de peso.

6.1.2.2 Determinacion de contenido en flavonoides de los extractos
Para la complementariedad de las técnicas e implementar la deteccién de todos los

flavonoides potencialmente presentes en los extractos etandlicos y metandlicos, se llevaron
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a cabo diferentes tipos de corrida usando distintas columnas y parametros de operacion. Los
datos obtenidos se compararon con los datos bibliograficos segin las metodologias usadas y
las bases de datos tales como Phenol-Explorer, ChemSpider y MassBank. Finalmente, con el
indice de retencidn y la caracterizacion de los espectros de masas obtenidos

respectivamente, se determiné el contenido en los flavonoides en el guishe.

6.1.2.2.1 HPLC-ESI-Q-TOF-MS

La separacion de los metabolitos se llevé a cabo en un sistema de HPLC equipado de un
sistema de toma de muestra automatico y una bomba de inyeccidn cuaternaria de alta
presion (1260 Infinity, Agilent Technologies®), asi que un controlador de temperatura de la
columna (1290 Infinity, Agilent Technologies®). Los extractos (10 mg/mL) y el estandar de
quercetina (10-500 ppm) preparados en metanol y filtrados a 0.45um, se inyectaron a un
volumen de 5uL en dos columnas: una C18 (Sigma-Aldrich), con un tamano de 250 mm, un
didametro interno de 4.6 mm y con particulas de 5 pum, y una de bisfenol Kinetex
(Phenomenex) de un tamaino de particula de 2.6um y mediciones de 50 por 2.1 mm. La
temperatura de las columnas se mantuvo a 40°C. La corrida se operd con un flujo de 0,4
mL/min con un gradiente de acetonitrilo en agua dividido en 1) 1.5 min a 5%; 2) de 1.5 a 2.5
min de 5 a 100%; 3) de 2.5 a 8.50 min a 100%; 4) de 8.5 a 10 min a 100% a 5%; y 5) de 10 a
15 min a 5%. Para la inyeccion de los solventes de elucidn, se requiere algun tipo de
modificador por lo que se usoé el acido féormico a 0.1%, con el fin de eliminar la ionizacién de

los grupos fendlicos y asi incrementar la resoluciéon de los espectros.

Para la deteccién de alta resolucion las fracciones pasaron por el equipo ESI-Q-TOF 6530 de
Agilent Jet Stream en polaridad negativa y positiva a 2 GHz. Los parametros de operacion se
fijaron a un flujo de nitrégeno a 12.0 L/min, una temperatura de 325°C, una presion de 40
psig, y un voltaje del nebulizador a 4.0 kV, del capilar a 65V, del fragmentador a 150V, y del
octapole RF Peak a 750V.

Los espectros se adquirieron con el software MassHunter Workstation de Agilent (versidon
B.02.00) y los flavonoides se identificaron haciendo una prediccion de los fragmentos

presentes con un programa Isotope Distribution Calculator.
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6.1.2.2.2 HPLC-PDA-ESI-IT-MS/MS

La identificacién de los flavonoides se complementé en un sistema RP-HPLC-MS contando
con un auto-muestreador (Varian ProStar 410, USA) y una bomba de inyeccién ternaria
(2301, Varian ProStar 230I, USA). Las muestras y estandares se inyectaron con un volumen de
5 uL en la columna Denali C18 (Sigma-Aldrich), de tamafo de particulas de 3 um, una
longitud de 150 mm, un diametro interno de 2.1 mm mantenida a una temperatura de 30°C.
Como fase mdvil se manejé un gradiente de acetonitrilo en agua acidificada (0.2% acido
formico) con un flujo de 0.2 mL/min. El gradiente se manejo de la siguiente manera: 1) 0-5
min, 3-9%, 2) 5-15 min, 16% linear, 3) 15-45 min, 50% linear. De 45 a 60 min se limpia y
reacondiciona la columna. Al salir de la columna, se midid la absorbancia de las fracciones a

280 nm por el detector PDA (Varian ProStar 330, USA).

Posteriormente, las fracciones se inyectaron en el equipo ESI y se analizaron los fragmentos
ionizados en polaridad negativa en el IT (Varian 500-MS IT Mass Spectrometer). Durante el
proceso, se usoé el nitrégeno gas de nebulizacion a un flujo de 0.2 mL/min, una temperatura

de 350°C, y un voltaje de 5.0 kV del nebulizador y de 90 V para el capilar.

Los datos de cromatografia se analizaron con el software Chromatography Workstation Star
Toolbar de Varian (versién 6.30) y los datos de espectrometria de masas se procesaron en

modo full scan y MS/MS con el software MS Workstation de Varian (versién 6.9).

6.1.2.2.3 Cuantificacidn por cromatografia liquida

Con base a los compuestos identificados por transcriptomica y HPCL-MS, se realizd una
cuantificacion de los flavonoides agliconas de interés (Tabla 6) por HPLC usando el segundo
método descrito anteriormente (apartado 6.1.2.2.2). Para la mayoria de los estandares, se
prepard la curva estandar en metanol/agua (50/50, v/v) con cinco concentraciones de 10-
1000 mg/mL, y para la delfinidina y isorhamnetina de 5-500 mg/mL. Las muestras se
prepararon en el mismo solvente a una concentracion de 10 mg/mL. Los estandares y

muestras se filtraron a 0.22 um.
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Tabla 6. Lista de los estandares de flavonoides usados para la cuantificacion por HPLC-UV.

Estandares Abreviacién Proveedor Peso molecular (g/mol) Pureza
Apigenina A Sigma-Aldrich 270.24 95%
Catequina Ca Sigma-Aldrich 290.27 99%
Cianidina Cy Sigma-Aldrich 322.70 95%
Delfinidina D Sigma-Aldrich 338.70 95%
Flavanona F Sigma-Aldrich 224.25 98%
Hesperidina H Sigma-Aldrich 610.56 90%
Isorhamnetina I Sigma-Aldrich 316.26 95%
Kaempferol K Sigma-Aldrich 286.24 90%
Naringenina N Sigma-Aldrich 272.25 95%
Quercetina Q Sigma-Aldrich 302.24 95%

Una vez que se obtuvieron los espectros, se asegurd la presencia de los dichos compuestos
con los espectros de masas y se estimd la abundancia de cada compuesto en mg/g de

materia seca usando las siguientes ecuaciones (Stefova et al., 2003):

Area del pico —Punto de interseccion (1)

1y m
Concentracién del compuesto (=2) = .
mL Pendiente de la curva estandar

., m Concentraciéon (a)*factor de diluciéon
Concentracién en (—%) = racion (a):f . (2)
gMs cantidad inicial de materia seca

6.2 Evaluacidon del potencial bioactivo

6.2.1 Prediccion in silico

Con base en los flavonoides identificados por transcriptomica y con su presencia validada
por andlisis en HPLCV-UV-MS/MS, se elaboraron librerias de metabolitos. Para eso, las
estructuras de los compuestos obtenidos con el programa ChemDraw Professional (V15.1;
PerkinkElmer Informatics, MA, USA). El andlisis de similitudes con las bases de datos ChEMBL
y PubChem se llevd a cabo cargando las estructuras en la herramienta virtual SwissSimilarity
(Zoete et al., 2016), y se realizé el cribado de receptores blanco en la base de datos de

proteinas PDB con SwissTargetPrediction (Daina et al., 2019).

Para la preparacién de las moléculas para la prediccién de interaccién, las estructuras
proteicas se descargaron de la base de datos de proteinas PDB (Protein Data Bank;

https://www.rcsb.org/; acceso en octubre 2021), y se visualizaron y se prepararon con la

herramientas de AutoDock (1.5.7rc1). Se quitaron las moléculas de agua y se agregaron las

cargas parciales de de Kollman. Asimismo, se minimizdé la energia de los flavonoides
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aplicando el campo de fuerza MMFF94 y se agregaron las cargas parciales de Gaesteiger

como lo recomienda Torres et al. (2019).

Posteriormente, se realizd la prediccion de interaccion de los flavonoides con las proteinas
procesando el andlisis con la extensién Autodock (versiéon 4.2.6) desde la interface
ChemDraw 3D (version 15.1; PerkinkElmer Informatics, MA, USA). Cada experimento de
acoplamiento (docking) se configuré para terminar después de un mdaximo de 2,500,000
evaluaciones de energia con un tamano de poblacién fijado en 20 y se aplicd un paso de

traslacion de 0.2 A, y de torsién de 5A.

Por otro lado, usando la interface en linea SwissDocking (Grosdidier et al., 2007) se
obtuvieron los detalles de las interacciones por visualizacion de los resultados con el

programa Chimera (Versién 1.15).

6.2.2 Prueba in vitro

La capacidad de captacién de radicales libres se evalué por la prueba del DPPH (2,2-difenil-1-
picrilhidrazil). Los extractos se disolvieron en agua destilada a 10 mg/mL y se prepararon
diluciones. Como control positivo se usé el Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetramethilchroman-2-
carboxilico), a concentraciones de 400 uM y como controles negativos se usé el agua
destilada y el etanol. Se depositaron 20 ul de estas soluciones en microplacas con 180 ul de
solucién de DPPH previamente preparada a 25 mg/L en etanol a 4°C. Se incub6 30 h a la
oscuridad y las DO se evaluaron a 540 nm. Para el estudio cinético, se incubé por 90 min a
25°C con una medicién de DO cada 10 min. De manera general la capacidad de captacién de
radicales libres se expresa en porcentage de inhibicion del DPPH (%l) en base de materia

seca (Ecuacién 3) (Kedare y Singh, 2011).

ADbSRadical DPPH_AbSMuestra) (3)

% inhibicion de radicales libres = ( e
Radical DPPH

6.3 Obtencion de los flavonoides bioactivos del guishe

Para establecer las condiciones adecuadas para la obtencién de los flavonoides bioactivos a
partir del guishe, se considerd su variabilidad regional, el método de secado, el
pretratamiento enzimatico de la biomasa y el método extractivo mas sostenible para la

implementacion del bioproceso a nivel industrial (Fig. 17).
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Figura 17. Diagrama de flujo de la metodologia usada para establecer las condiciones
adecuadas de obtencidn de los flavonoides de interés comercial a partir del guishe.

Capacidad antioxidante in vitro

6.3.1 Variabilidad geografica del perfil en flavonoides

6.3.1.1 Muestreo

Las muestras de guishe de Agave lechuguilla se obtuvieron de tres localidades, considerando
el nivel de produccion de ixtle y eligiendo las de mayor produccion: el Ejido Matehuala, San
Luis Potosi (23°28’54.3” LN; 100°37'22.1"” LW), y dos Ejidos de municipios de Ramos Arizpe,
Coahuila, el Ejido Cosme (25°86°76.87” LN; 101°33'08.86” LW) y el Ejido Tuxtepec
(26°11'29.8” LN; 101°11°'0.96"” LW) con fecha de muestreo respectiva el 16, 24 y 25 de
Agosto del 2018.
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6.3.1.2 Datos ambientales
Los datos de humedad, temperatura, y exposicion luminosa de las regiones muestreadas se

obtuvieron de las bases de datos de la CONAGUA (https://smn.conagua.gob.mx/) para el

mes de agosto y se capturaron al momento de la recoleccién de la muestra. También se
inventariaron las especies de plantas asociadas y se observaron las especies animales, asi
como las marcas de enfermedad potenciales. Todo esto, con el objetivo de referenciar las
condiciones bidticas y abidticas que pueden afectar al A. lechuguilla en el campo ya que es

determinante en el contenido en fitoquimicos.

6.3.1.3 Extraccion de los flavonoides

La extraccién de los flavonoides del guishe proveniente de las tres regiones se llevd a cabo a
partir de biomas liofilizada (48 h, -49°C, 0.080 Pa) y reducida en polvo (2mm). Su extraccién
asistida por ultrasonido (40°C, 80 Hz) se realizé con etanol/agua (70/30, v/v) con una
proporcion biomasa/volumen del 1/10 por tres ciclos de 45 min con recuperacién del
sobrenadante entre cada ciclo. Los extractos se concentraron en evaporador rotatorio (IKA)
hasta la eliminacion completa del etanol previo a la liofilizacién (48 h, -49°C, 0.120 Pa). Todo

el procedimiento se llevo a cabo cuidando los extractos de la exposicion a la luz.

6.3.2 Procesamiento del guishe

6.3.2.1 Material vegetal

En cada ejidos de Coahuila, Cosme y Tuxtepec, se recolectaron aproximadamente 5 kg en de
guishe fresco que sirvieron para la optimizacion de las diferentes etapas de bioproceso.

Las muestras fueron criopreservadas en nitrégeno liquido y almacenadas a -80°C hasta el

secado.

6.3.2.2 Método de secado

Con la visién de transferir el método de obtencién de flavonoides a partir de guishe a nivel
industrial, es necesario considerar un método de secado econdmico y potencialmente
aplicable directamente en campo por los que se consideraron cinco métodos de secado. La
liofilizacién se manejé a -49°C, 0.080 Pa, por 48 h, con un tratamiento a la oscuridad (LO) y
un tratamiento con exposiciéon a la luz (natural y artificial) (LL). Como método mas

sustentable se seco al sol (S) como ocurre en campo, con una temperatura oscilando entre
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28 y 38°C. Adicionalmente, se secd en condiciones controladas usando un horno por
convecciéon (Koleff-KL10, Querétaro, México) por lo que se colocd la muestra en camara

oscura con una temperatura regulada a 40°C. En ambos casos se secé por 24 h.

Para cada método se revisé la humedad de 0.5 g de muestra en termobalanza (MB45,
Ohaus, México) durante 15 min a 120°C para obtener un tejido con menos de 10% de
humedad y asi limitar el desarrollo bacteriano y asegurar la buena conservacién de las
muestras. Una vez secas, las muestras fueron reducidas en polvo a un tamaiio de particulas

maximo de 2 mm con un molino industrial (Retsch-SM100, Hann, Alemania).

6.3.2.3 Almacenamiento
Las muestras se almacenaron en bolsas plasticas cerradas herméticamente a temperatura

ambiente y oscuridad.

6.3.3 Pretratamiento enzimatico

6.3.3.1 Material vegetal
Para la optimizacién de la hidrélisis enzimatica, se utilizé la biomasa de Cosme secada al

horno a 40°C por 24 h.

6.3.3.2 Optimizacion de la hidrolisis enzimatica

Los parametros que se consideraron para el tratamiento enzimatico son: las cantidades de
las enzimas en unidad internacional (Ul), el pH, la temperatura y el tiempo de incubacidn. Se
elijo el disefio de experimentos (DOE por su sigla en inglés) basado en el modelo de Taguchi
puesto que para la aplicacion a nivel industrial es necesario reducir al maximo la variabilidad
ademas de considerar las condiciones dptimas para la digestién enzimdtica. Los DOE se

obtuvieron usando el programa JMP version 5 (SAS Institute Inc, Cary, N.C.).

El primer DOE (DOE I) tenia por objetivo establecer el mix enzimatico mas adecuado para
digerir las paredes celulares (Tabla 7). Las enzimas que se evaluaron por sus actividades
lignocelulolitica fueron: lacasa (con actividad fenoloxidasa, de Pycnoporus sanguineus CS43;
Grupo SAB, ITESM), celulasa (con actividad endo-1,4-B-D-glicosidasa, de Aspergillus niger;

Sigma-Aldrich) y pectinasa (con actividad poligalacturonasa, de Aspergillus niger; Sigma-
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Aldrich). Considerando la cantidad de lignina (3.6% PS), de celulosa (17.7% PS) y de
hemicelulasa (17.1% PS), se establecié la cantidad minima necesaria a 5 Ul de las enzimas y
se probd hasta tres veces la concentracién minima. Antes de cada prueba, se determinaron
las actividades enzimaticas para ajustar las concentraciones y asegurar la reproducibilidad. El
pH de la soluciéon tampdn de fosfato preparado a 0.1 M se ajustd con acido citrico (Sigma-
Aldrich) concentrado (10 M) con valores de 4, 5, y 6. La digestion enzimdtica se llevé a cabo
con 300 mg de materia seca en un volumen final de 10 mL y se incubé 1 h a 40°C con
agitacién a 180 rpm. Al final de tiempo de incubacion, la reaccién enzimatica se detuvo por

ultracongelacion a -80°C.

Tabla 7. Disefio de experimentos basado en el modelo de Taguchi L9 generado de manera
aleatoria para 4 variables a 3 factores: pH (4-6) y concentraciones de lacasa, celulasa y
pectinasa (5-15 Ul).

Taguchi L9 pH Lacasa (Ul) Celulasa (UI) Pectinasa (Ul) Patrén

1 4 5 5 5 ----
2 4 10 10 10 -000
3 4 15 15 15 -+++
4 5 5 10 15 0-0+
5 5 10 15 5 00+-
6 5 15 5 10 0+-0
7 6 5 15 10 +-+0
8 6 10 5 15 +0-+
9 6 15 10 5 ++0-

Con base en los resultados del DOE |, se establecieron los mix enzimaticos mas eficientes
gue sirvieron para evaluar el efecto de las condiciones fisico-quimicas en el pretratamiento
enzimatico. Asimismo, se realizo el segundo disefio experimental, considerando el pH de 4 a
6 ajustado con acido citrico concentrado, la temperatura de incubacién de 30 a 50°C vy el
tiempo de incubaciéon de 0.5 a 2.5 h (Tabla 8). La digestidon enzimatica se manejod tal como se

describid anteriormente.
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Tabla 8. Disefio de experimentos basado en el modelo de Taguchi L9 generado de manera
aleatoria para 4 variables a 3 factores: pH (4-6), proporciones de lacasa, celulasa y pectinasa
en el mix enzimatico (0-10 Ul), temperatura (30-50°C) y tiempo de incubacién (0.5-2.5 h).

Taguchi L9 pH Ratio L:C:P (UI) Temperatura (°C) Tiempo (h) Patrén
11 4 0:5:10 30 0.5
12 4 5:5:10 40 1.5 -000
13 4 5:5:5 50 2.5 -+++
14 5 0:5:10 40 2.5 0-0+
15 5 5:5:10 50 0.5 00+-
16 5 5:5:5 30 1.5 0+-0
17 6 0:5:10 50 1.5 ++0
18 6 5:5:10 30 2.5 +0-+
19 6 5:5:5 40 0.5 ++0-

Finalmente, se realizé un tercer disefio experimental para probar dos mix enzimaticos
comerciales de Novozyme® los cuales se elaboraron de manera especifica para la
degradacion de las paredes celulares de vegetales de todos tipos. El Viscozyme compuesto
de celulasa, hemicelulasa, pectinasa, arabinosa y xilanasa, y el Ultraflo con celulasa y xilanasa
como enzimas claves del mix enzimatico. Se consideraron los mismos pardmetros de pH,
temperatura y tiempo de incubacién, tomando los valores extremos de cada uno (Tabla 9).
De igual manera, se llevé a cabo la digestidon enzimatica a partir de 300 mg de materia seca
en 10 mL bajo agitacion a 180 rpm.

Tabla 9. Disefio de experimentos basado en el modelo de Taguchi L8 generado de manera

aleatoria para 4 variables a 2 factores: el mix enzimatico comercial, pH (4-6), temperatura
(30-50°C) y tiempo de incubacién (0.5-2.5 h).

Taguchi L8 Mix comercial pH Temperatura (°C) Tiempo (h) Patrén
21 Viscozyme 4 30 0.5 ----
22 Viscozyme 4 50 2.5 - -+
23 Viscozyme 6 50 0.5 -+-+
24 Viscozyme 6 30 2.5 -++-
25 Ultraflo 4 50 0.5 +- -+
26 Ultraflo 4 30 2.5 +-+-
27 Ultraflo 6 30 0.5 ++- -
28 Ultraflo 6 50 2.5 ++++

6.3.3.3 Validacidon experimental

Se hidrolizaron un total de 2.1 kg de biomasa en considerando y previendo las necesidades
para el la optimizacién de la extracciéon supercritica. La hidrdlisis del guishe se realizé
respetando la balanza biomasa/solucién tampdn de 1/10 (w/v). El pH del buffer fosfato
preparado a 0.1 M se ajustd usando acido citrico a 1 M. Se colocaron 35 g de guishe seco y

molido en matraces de 500 mL con un volumen de buffer de 350 mL. La incubacién se llevd a
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cabo a 40°C, 180 rpm y a la oscuridad durante 2.5 h. Posteriormente, se colocaron los
hidrolizados en charolas cubiertas de aluminio para el secado en estufa, 48 h a 40°C. La
biomasa seca e hidrolizada se trituro para obtener un polvo de tamafio de particula

promedio de 2 mm (Fig. 18).

Figura 18. Hidrdlisis enzimatica del guishe a nivel matraz y secado de la biomasa hidrolizada
en charolas.

6.3.4 Extraccion de los flavonoides

6.3.4.1 Extracciones convencionales
Con el objetivo de optimizar la extraccion por fluidos supercriticos, se busca comparar con
extractos obtenidos de manera convencional a partir de la biomasa hidrolizada vy

almacenada bajo las exactas mismas condiciones.

Por lo tanto, se realizd una extraccién convencional en triplicado con una relacién
biomasa/solvente de 1/10 (w/v) usando etanol/agua (70/30, v/v) e incubando 3 h a 40°C

bajo agitacién de 200 rpm.

Por otra parte, se repitid la extraccion etandlica asistida por ultrasonido de igual manera que
lo previamente reportado (3 x 45 min, 40°C, 80 Hz) usando etanol/agua como solvente

(70/30, v/v).
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6.3.4.1.1 Extraccion por fluidos supercriticos

6.3.4.1.1.1 Optimizacion

Las propiedades fisicoquimicas de los flavonoides identificados en el guishe se estimaron con
ChemDraw Professional (version 15.1, PerkinkElmer Informatics, MA, USA) basado en el
método de fragmentacién de Joback para temperatura critica, presién critica, volumen
molecular critico, capacidad calorifica y entalpia, y el método de fragmentacién de Joback

modificado por S.E. Stein para temperatura de fusién.

Como variables independientes que influyen mas en la especificidad de la SFE, se establecié
un rango de temperatura de 40 a 70 °C, y de presion de 150 a 350 bar. Por otra parte, debido
a la polaridad de los flavonoides se utilizé el CO, como fluido principal con una polaridad
modulada por un co-solvente de extracciéon. Considerando las restricciones de uso de
algunos solventes para aplicaciones posteriores, asi como la eficiencia de los co-solventes
para extraccion de flavonoides, se elijé como co-solvente el etanol/agua, 70/30 (v/v). Con el
fin de minimizar el consumo de solvente en comparacién a la extraccidon convencional, se
manejo una proporcidn de co-solvente del 5 al 15 % del flujo de CO,. Finalmente, se aplico
un disefio de experimentos basado en el modelo de Box-Behnken con tres componentes
centrales, se determind el nimero minimo de pruebas en equipo de 15 (Tabla 10).

Tabla 10. Disefio experimental basado en el modelo de Box-Behnken con tres puntos
centrales generado de manera aleatoria (JMP5) para evaluar el efecto de tres variables a tres
niveles: porcentaje de co-solvente (EtOH 70%), temperatura (T°C), y presion (P), en los
rendimientos y calidad de obtencién de flavonoides a partir del guishe.

Exp Tiempo FlujoCO, % Etanol/ flujo Temperatura Presién Patrén
(min) (g/min) Cco, (°C) (bar)
1 60 40 15 70 250 ++0
2 60 40 15 55 350 +0+
3 60 40 10 55 250 000
4 60 40 15 40 250 +-0
5 60 40 5 70 250 -+0
6 60 40 10 70 350 O++
7 60 40 10 40 350 0-+
8 60 40 10 55 250 000
9 60 40 10 40 150 0--
10 60 40 10 70 150 0+-
11 60 40 10 55 250 000
12 60 40 5 55 150 -0-
13 60 40 15 55 150 +0-
14 60 40 5 40 250 -0

[
(6}

60 40 5 55 350 -0+
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La extraccidon supercritica se procesé en el sistema de extraccidon por fluidos supercriticos
Waters® (Thar, México) constituido de un regulador de presidon, un regulador de
temperatura, una bomba de CO, y una bomba de co-solvente. Se uso una celda de
extraccion de 1 L y una celda de separacién de 200 mL. El control de las condiciones de

trabajo se lleva a cabo con el programa Thar Instruments Process Suite (Fig. 19).

=

Figura 19. Sistema de extraccidn supercritica con equipo Waters® operado con el programa
Thar Instruments Process Suite.

Los 50 g de guishe se cargaron en la celda de extraccion. El flujo de CO, se mantuvo a 40
g/min por un tiempo de 60 min para mantener la relacién heuristica de 50 g CO,/ g de
biomasa. De manera a recuperar todo el extracto, se manejé un periodo de secado sin co-
solvente de 20 min manteniendo constante el flujo de CO, y condiciones de presion y

temperatura determinadas por el experimento.

6.3.4.1.1.2 Validacién experimental
Con un enfoque en la obtencidn de antocianinas se reprodujeron experimentalmente las
condiciones dptimas de extraccién determinadas a 250 Pa, 60°C, 15% de co-solvente. Cuatro

replicas de extraccidn se llevaron a cabo a partir de 50 g de guishe hidrolizado.

Para evaluar la especificidad de la extraccion y purificaciéon por fluidos supercriticos, se
usaron las siguientes ecuaciones de rendimiento especifico (ecuacion 4) (Fleck et al., 1998),
factor de enriquecimiento (ecuacién 5) (Pieck et al., 2015), y de selectividad (ecuacion 6)

(Sato et al., 1998):
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Q mX Xs (4)

F><xg‘l

Rendimiento especifico (%) =

Qu: Flujo de masa de la fraccion enriquecida con los compuestos (kg/h)
xs: Cantidad de los compuestos en la fraccién enriquecida (g)
F: Cantidad de biomasa (k/h)

xs: Cuantidad de los compuestos en la biomasa (g)

Factor de enriquecimiento = s (5)
XA

N

xs: Cantidad de los compuestos en la fraccién enriquecida (g)

x.": Cantidad de los compuestos en la biomasa (g)

Selectividad = Y compuesto a/Xcompuesto a (6)
compuesto b /Xcompuesto b

Y: Cantidad de los compuestos en la fraccion enriquecida (g)

X: Cantidad de los compuestos en la biomasa (g)

6.3.5 Variables de respuesta

6.3.5.1 Rendimientos

Los diferentes extractos obtenidos para el estudio del método de secado, la hidrélisis
enzimatica y el método de extraccidn con maceracién, asistida por ultrasonido y por fluidos
supercriticos fueron repartidos con un volumen de 30 mL en tubos cdénicos de 50 mL
previamente tarado. Se concentraron durante 4 h bajo un flujo saturado en nitrégeno para
evaporar el etanol. Posteriormente, los extractos se liofilizaron por 48 h a la oscuridad para
evaporar la fraccién acuosa remanente. El peso final de los tubos al terminar la evaporacion
completa del solvente residual permitio establecer los rendimientos de extraccion para cada

experimento.

6.3.5.2 Contenido total de fenoles

El contenido de compuestos fendlicos se estimd mediante el método del reactivo de Folin-
Ciocalteu (Singleton y Rossi, 1965). Los extractos se solubilizaron en agua destilada a 10
mg/mL y se realizaron diluciones con la finalidad de ajustar una absorbancia final de 0.5 a
1.0. Adicionalmente, se prepard la curva de calibracién con el acido gélico (GA) (Sigma-

Aldrich) con concentraciones de 0 a 500 mg/l de acuerdo con el contenido establecido de
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fenoles en Agave spp. (Ahumada-Santo et al., 2013). 20 ul de las soluciones a dosificar, de
las soluciones de curva de calibracién y los controles se depositaron en microplacas 96
posos. Se adicionaron 10 pl del reactivo Folin-Ciocalteu (acido fosfotungstico y acido
fosfomolibdico) (Sigma-Aldrich), 40 pl de Na,COs a 200 g/L y 130 pl de agua destillada. La
reaccién se incubo durante 30 min a 40°C y posteriormente se colocd la microplaca en hielo
para detener la reaccién. Se leyeron las densidades épticas (DO) a 735 nm debido a que la
absorcion maxima del reactivo se encuentra entre 725 y 750 nm. Se determiné el contenido
en polifenoles totales (TPC) de los extractos por regresién lineal (y = 0.0057 x + 0.0023,
R2=0.999) y se expres6 en ug equivalente acido galico (GAE) por gramos de materia seca o

fresca tomando en cuenta los rendimientos de extraccion y la humedad de la muestra.

6.3.5.3 Contenido total de flavonoides

El contenido en flavonoides (TFC) en los extractos de guishe se evalud por el método de
cloruro de aluminio (AICl;) descrito por Lauranson-Broyer y Lebreton (Lauranson-Broyer y
Lebreton, 1993) con adaptaciones menores. Se preparo la curva estdndar con la quercetina
(Sigma-Aldrich) a concentraciones de 0 a 1400 pg/mL con rango de 100 pg. Se llevo a cabo la
reaccidn colorimétrica en microplacas, depositando 20 pl de los extractos, las soluciones de
la curva de calibracidon y el blanco (EtOH 70%). Se adicioné 7.5 ul de NaNO, al 5%
(Analytyka), 30 ul de AICI3 al 2.5% (Jalmek), 50 ul de NaOH 1 M (Fermont) y 50 ul de agua
destilada. Se homogeneizé después de cada adicién de reactivos y se incubd 5 min a
temperatura ambiente entre cada paso. Después de 5 min de incubacién se midieron las DO
a 425 nm. El TFC se estimd con el analisis de regresién lineal con la curva de calibracién
(y = 0.0009 x + 0.0451, R*=0.992), y se reporté en mg equivalente a quercetina (QE) por
gramos de materia seca o fresca considerando el rendimiento de extraccidon y porcentaje de

humedad de la biomasa.

6.3.5.4 Perfil especifico en flavonoides

La identificacion de los flavonoides en los extractos por HPLC-PAD se realizd en el sistema
Agilent Technologies equipado de toma de muestra automatico (1260 Infinity) y una bomba
de inyeccién binaria de alta presion (1260 Infinity), y un controlador de temperatura de la
columna (1290 Infinity). Los extractos secos se solubilizaron en metanol/agua (50/50, v/v) a

una concentracion stock de 20 g/L y se filtraron a 0.22 um (Whatman Uniflow Syringe
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Filters). Se inyectaron en el sistema HPLC a una concentracién de 2 a 10 ppm con un
volumen de inyeccién de 5 pL. La columna C18 (150 mm x 2.1 mm, tamaio de particulas de
2.6 um, Kinetex, Phenomex) se mantuvo a 30°C. Se manejé un gradiente de acetonitrilo en
agua acidificada (0.2% acido formico) del 3 al 80%, con un flujo de 0.2 mL/min por 60 min. Al
salir de la columna, se midid la absorbancia de las fracciones a 280 nm por el detector PDA.
Los espectros se obtuvieron y analizaron con el programa ChemStation (Agilent, version

B.04.03).

6.3.5.5 Actividad antioxidante

La capacidad de captacién de radicales libres se evalué por medio de la prueba del DPPH
(Apartado 6.2.2) como un indicador de la conservacién del potencial bioactivo y entonces de
la integridad reactiva de los flavonoides en los extractos obtenidos en los diferentes

experimentos.

6.3.6 Analisis de datos

Los diferentes resultados se reportaron con desviacion estandar al promedio por replicas
técnicas. Para comparar los tratamientos, se llevaron a cabo andlisis estadisticos usando el
software R (versiones 3.6.3 a 4.1.1). Se evalud primero la normalidad con la prueba de
Shapiro-Wilcoxon y la homocedasticidad con la prueba de Bartlett. Cuando la normalidad se
confirmé se realizd un ANOVA seguido por una prueba post-hoc de Tukey HSD. En caso de
gue los datos no sean normales se realizé la prueba no paramétrica Kruskal Wallis. Se tomé
como rango de error aceptado a=0.05. Los resultados se representan con la media,
desviacion estandar y significatividad de las pruebas estadisticas en forma de tabla o graficos

trabajados con Excel (version 16.0).

Los disefios de experimentos se obtuvieron con el programa JMP version 5 (SAS Institute Inc,
Cary, N.C.). El efecto de los pardmetros probados se evalud para cada variable de respuesta
independientemente por modelizacion al modelo de DOE usado (Taguchi o Box-Behnken) y
se evaluo el efecto combinado de los parametros por superficie de respuesta de superficie
de respuesta para determinar las condiciones 6ptimas. Se graficaron los resultados por
medio de Statistica (version 8). Adicionalmente, se complementd el estudio con andlisis de
componentes principales (PCA) y de variacién con factores multiples (MANOVA) usando R

(versién 4.1.1). Se usé un rango de error aceptado a=0.05.
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6.4 Elaboracidn de las fichas técnicas del producto final

Considerando los flavonoides identificados en el extracto obtenido del guishe de A.
lechuguilla por fluidos supercriticos, la prediccion de las propiedades fisicoquimicas se
obtuvieron in silico con ChemDraw Profesional (versién 15.0) y las caracteristicas de
adsorcion, distribucidn, metabolismo, excrecion y toxicidad (ADMET por sus siglas en inglés)
se predijeron a través de la plataforma en linea SwissADME de SwissDrugDesign (Daina et

al., 2017).
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7 RESULTADOS

7.1 Identificacion de flavonoides

7.1.1 Transcriptomica

7.1.1.1 Extraccion de ARN

De la extraccién de ARN total de guishe y de hoja se obtuvo una concentraciéon promedio de
0.778 pg/uL con una relacién de absorbancia Axeo/280 de 1.42 para el guishe y de 1.141 pg/ul
con una Ayeons0 de 1.63 para la hoja. Posteriormente se realizaron pools de ARN, que
presentaron los mismos promedios de concentracién y calidad que los replicas separadas.
Por ende, con la ultima precipitacion, los pools enviados para la elaboracion de la librerias y
secuenciacion cumplieron los requisitos para asegurar la confiabilidad de los datos

generados (Tabla 11).

Tabla 11. Cantidad e integridad de los pools de ARN total del guishe y de las hojas de A.
lechuguilla.

Pools Nanodrop 2000 Qubit Tap.>e
G: guishe idad C Station
H: hoja (ﬁz;‘:li) ca?:g)a 260/280  Aaze0/280 (ng;‘:.i) Cantidad (ng) RIN
G17P1 102.5 9840 1.5 0.91 84.60 8122.00 5.2
G17P2 76.24 7319.04 1.51 0.88 83.34 8000.20 4.9
H17P1 79.59 7640.64 1.86 1.25 118.36 11362.15 7.5
H17P2 82.91 7959.36 1.83 1.22 127.86 12274.46 7.5

7.1.1.2 Elaboracion de librerias y secuenciacion

De la primera secuenciacién de las cuatro librerias se generaron 359,547,387 lecturas con un
total de 108.5 Mbp secuenciadas con una calidad promedio de 37.25 (Anexo A).
Considerando la baja calidad de los primeros ensambles obtenidos se tuvo que secuenciar
con mayor cobertura para generar mas datos y mejorar el ensamble. Con la segunda
secuenciacion se complementé el nimero de lecturas a 561,107,103 con el 94.54 % de las

lecturas con un valor de phred >30 generando un total de 169.0 Mbp.

7.1.1.3 Ensamble de novo
El ensamble de novo que presentd estadisticas de mayor calidad se obtuvo con un tamaio
de k-mers maximo permitido por el programa Trinity que es de 31 pb (Tabla 12). Por ende, el

ensamble mostrd un total de 524.9 Mbp ensambladas con un numero total de 991,511
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transcritos. La prediccion de genes, tomando en cuenta solo las isoformas mas largas,
resulté en un transcriptoma de 581,094 genes con un total de 255.7 Mpb.

Tabla 12. Estadisticos del ensamble de novo del Agave lechuguilla obtenido con Trinity.

Parametros Transcritos Genes

Contig N10 2186 1927
Contig N20 1544 1225
Contig N30 1152 833
Contig N40 867 606
Contig N50 658 468
Media de tamaiio de contigs 345 303
Promedio de tamaiio 529.43 440.14
Bases ensambladas 524,938,013 255,762,186

7.1.1.4 Anotacion funcional

7.1.1.4.1 Blast

De la busqueda de homologias de secuencias de acidos nucléicos contra la base de datos de
Uniprot, se anotd el 81.3% del ensamble y se encontraron homologias para el 52.1% de los
genes por comparacion de secuencias proteicas. Con la filtracidon contra las bases de datos
Viridiplantae y Embryophyta, se descartaron el 53.2% de los transcritos anotados, y se
identificaron 464,027 contigs como especificos para plantas. Finalmente, de los 196,549
genes que quedaron, 859 presentaron homologias con la base de datos especifica de
biosintesis de los flavonoides lo que representa el 0.8% del transcriptoma de novo de la
lechuguilla. De estos genes relacionados con flavonoides, 767 se anotaron con PFAM de los
cuales 611 estuvieron referenciados en la base de datos de KEGG incluyendo las 43
anotaciones de HMMER como dominios proteicos transmembranales. Adicionalmente,

ninguna anotacién se reportd como péptidos sefiales con SignalP.

Para elucidar la ruta metabdlica de los flavonoides del A. lechuguilla, se tomaron en cuenta
todas las homologias de secuencias con las diferentes bases de datos usadas. Con esto se
identificaron las enzimas de los primeros pasos de la biosintesis con las dos rutas
metabdlicas de origen de los flavonoides: la ruta del shikimato derivando de la via de los
fenilpropanoides, y la ruta del malonil-CoA (Tabla 13). También se identificaron las enzimas
especificas al metabolismo secundario como las enzimas de modificaciones: oxigenasas,
metilasas, acetilasas y glicosiltransferasas (Tabla 14). Finalmente, se encontraron varios

factores de regulacién positiva de la sintesis de los flavonoides (Tabla 15).
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Tabla 13. Enzimas de la biosintesis de los flavonoides (abreviatura y nombre comun)
identificadas en el transcriptoma de novo del A. lechuguilla por analisis de BLAST contra

UniProtKB, la clasificacién de las enzimas (EC) y las ontologias de genes asociadas (GO IDs).

Enzimas UniProtKB EC GO IDs
PAL1_ARATH
PAL1_DAUCA
PAL1_PRUAV
PAL1_PHAVU
. . - PAL3_PETCR
PAL Fenilalanina amonia liasa PALY_BROF! EC:4.3.1.24 G0:0045548
PALY_VITVI
PALY_POPTR
PALY_PERAE
PALY_PINTA
. . . . 1 G0:0016705
C4H Cinamoil-4-hidroxilasa YAY"_SCHPO EC:1.14.14.91 GO:0016207
Feq  Dituncional cumaroil CoAy F6H21 IPOBA  EC:1.14.11.62  GO:0009805
feruloil CoA orto-hidroxilasa
4CL 4-cumarato CoA ligasa 4CL1_ORYS) EC:6.2.1.12 G0:0016207
CCR Cinamoil-CoA reductasa CCR2_ARATH EC:1.2.1.44 G0:0016621
yer  Shikimato O-hidroxi cinamoil HST ARATH  EC:2.3.1.133  GO:0047172
transferasa
C3H 5-0-(4—_cumar0|I)—D—qumato 3'- C98A3_ ARATH EC:1.14.14.96 G0:0016709
monoxigenasa G0:0046409
CHS6_SOYBN
CHSY_ARATH
Chalcona sintasa / Naringenina- CHSY_PUEML
CHS . CHSY_CHRAE EC:2.3.1.74 G0:0016210
chalcona sintasa CHS'_CAMSI
CHS1_SINAL
CHSA_PEA
PKS Policétidos sintasa/ Aloesona PKS5_ALOAR EC:3.40.47.10 GO0:0016747
sintasa PKS3_ALOAR EC:2.3.1.74 G0:0042803
CFI3_ARATH
. CFl_ALLCE
CFI Chalcona-Flavanona isomerasa CFI_PYRCO EC:5.5.1.6 G0:0045430
CFI_CAMSI
, Flavonoide 3’-hidrolisasa . G0:0016711
F'H Flavonoide 3’-monoxigenasa FSPH_ARATH EC:1.14.14.82 G0:0016020
res . ) L- . C75B3_ORYSJ . )
F3’'5'H  Flavonoide 3,5’-hidrolisasa C75B4_ORYS) EC:1.14.13.21  G0:0044550
Flavanona-3-dioxgenasea / FL3H'_ORYS! G0:0009813
E3H Naringenina-3-dioxigenasa / FL3H_PETHY EC:1.14.11.9 G0:0045486
Naringenina-2-oxoglutarato-3- FL3H_MALDO G0:0020037
dioxigenasa FL3H_PETCR G0:0016709
Flavonol sintasa FLS_MATIN EC:1.14.20.6
FLS Flavanona-3-hidroxilasa FLS2_ARATH EC:1.14.11.23 60:0045431
G0:0033759
G0:0042742
FNS Flavona sintasa DMR6_ARATH EC:1.14.20.5 G0:0009617
G0:0002229
G0:0009620

1 . . . . . . . . 4
Nota: ~Indica que se encontrd varias IDs UniProtKB de la misma enzima con numeros distintos.
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Tabla 14. Enzimas de modificacion de los flavonoides (abreviatura y nombre comun)
identificadas en el transcriptoma de novo del A. lechuguilla por analisis de BLAST contra

UniProtKB, la clasificacién de las enzimas (EC) y las ontologias de genes asociadas (GO IDs).

Enzimas UniProtKB EC GO IDs
Dihidroflavonol 4-reductasa/ DDF;T_I\%TEZ G0:0045552
DFR dihidrokaempferol 4-redactasa/ DERA. MAIZE EC:1.1.1.219 G0:0047890
Flavanona 4-reductasa - G0:0016616
. .. G0:0010023
LDOX Leucoantocianidina dioxigenasa LDOX_MALDO EC:1.14.20.4 G0:0050589
DIOX4_ARATH G0:0051213
DIOX5_ARATH G0:0046872
o = EC:1.14.11.19
ANS Antocianina sintasa DIOX6_ARATH EC:1.14.20.4 G0:0050589
DTX41_ARATH e e G0:0046872
DTX35_ARATH G0:2000022
ANRCS_VITVI G0:0016616
ANR Antocianidinas reductasa ANRPN_VITVI EC:1.3.1.112 G0:0033729
(formadora de (2S)-flavan-3-ol) ANRCH_VITVI EC:1.3.1.77 G0:0016854
ANR_GINBI GO0:0050661
Flavonoide O-metiltransferasa G0:0000871
oMT - . ‘o FOMT2_WHEAT EC:2.1.1.169
especifica del ciclo aromatico B - G0:0046983
-hidr rcetina-8-0-
qsomt S-hidroquercetina-8-0 Q8OMT_MENPI  EC:2.1.1.88  GO:0030761
metiltransferasa
1 1 1
Dafnetina-3-O-glucosiltransferasa u71 ':173 ’ UZ4 ’
Flavonol-3-0O-glucosiltransferasa U831 , U85, G0:0102360
Miricetina-3-0-glucosiltransferasa U90AL :
3GT Quercetina-3-0-glucosiltransferasa U92A1 AR’ATH G0:0102425
— G0:0080043
Flavonoide-3-0O-glucosiltransferasa UFOG6_FRAAN EC:2.4.1.91
Antocianidina-3-0- U78D* ARATH  EC:2.4.1.115  GO0:0047213
glucosiltransferasa
ANGT Antocianina O-glicosiltransferasa ANGT_GENTR EC:2.4.1.258 G0:0033837
Bifuncional O-glicosil y N-glicosil G0:0080043
U72B1_ARATH EC:2.4.1.-
transferasa - ¢ G0:0080044
GT2_ORYSJ
uGT Xiloglucano glicosiltransferasa CSLCC_ARATH EC:2.4.1.99 G0:0016757
XXT1_ARATH
O- B-D-glucosiltransferasa SCGT_TOBAC EC:2.4.1.128 G0:0050275
Chalcona/ Dihidrochalcona-2’-O-
glucosiltransferasa 1 G0:0016758
2GT N . U88 _ARATH EC:2.4.1.-
Cianidina-3-0O-glucosil-2-O- - G0/0102160
glucosiltransferasa
7GT Quercetina-7-0-glucosiltransferasa U8S0OB1_ARATH EC:2.4.1.173 G0:0080044
Flavonol-3-0O-glucdsido L- 1 G0:0047230
URT U91"_ARATH EC:2.4.1.159
ramnosiltransferasa - G0:003338
: UGT1_PUEML , .
I17GT Isoflavone 7-O-glucosiltransferasa UGT13. PUEML EC:2.4.1.170 G0:0050004
. UGT43_PUEML . )
ICGT Isoflavone C-glucosiltransferasa UGT6_PUEML EC:2.4.1.- G0:0016758
. . . HIDH_SOYBN . )
HID 2-hidroxiflavanona dehidratasa HIDM_ GLYEC EC:4.2.1.105 G0:0033987
VESTR Vestitona reductasa VEST_MEDSA EC:1.1.1.348 G0:0016491

G0:0006952




70

Isoflavonoide-7-0O-B-apiosil-
glucdsido B-glicosidasa

SOT Flavonoide sulfotransferasa SOT' ARATH EC:2.8.2.
Nota: * Indica que se encontrd varias IDs UniProtKB de la misma enzima con nimeros distintos.

GH BAGBG_DALNI EC:3.2.1.161 G0:0033956

G0:1990135

Tabla 15. Factores de regulacién de la biosintesis de los flavonoides (abreviatura comun vy
funcién) identificados en el transcriptoma de novo del A. lechuguilla por analisis de BLAST
contra UniProtKB y las ontologias de genes asociadas (GO IDs).

Factores de transcripcion UniProtKB GO IDs
NAC082 Regulacidn positiva de la transcripcion NAC82_ARATH  G0:0003700
Regulacién positiva de la transcripcion, ggfggggggg ggfgggg;gg
NAC078 IRegftIJIauon‘(cjieI proceso de biosintesis de NAC78_ARATH GO-0009644  GO-0006351
0s tlavonoides G0:0006355  GO:0044212
Proteina basica truncada de hélice-bucle-
hélice A
BHLHM .. . ., , BHLHW_PEA G0:0009813 GO0:0046983
Actividad de dimerizacién de proteinas
Biosintesis de flavonoides
Actividad de reclutamiento del factor de G0:0003700  GO:0051555
transcripcién de la ARN polimerasa Il G0:1900386  GO:0000981
Regulacién positiva del proceso de et st
biosintesis del flavonol 60:0030154  GO:0009813
MYB12 R lacic itiva de la t L, MYB12_ARATH GO:1900386 G0:0045893
egulacién positiva de la transcripcion, GO:0006357  GO-0009733
provocada por el ADN GO:0009723  GO:0009416
Regulacio’n dela transcripcién por la ARN G0:0009651 G0:0010224
polimerasa Il G0:0006351
MYB3 Factor de transcripcion de antocianas MYB3_ARATH  G0:0031540
G0:0005634  G0O:0009963
Regulacién positiva de la transcripcion G0:0003700  GO:0046983
Regulacion positiva del proceso G0:0043565  GO:0009738
biosintético de los flavonoides 60:0045893  GO:0051289
MYC2 R lacién de la t incion desde el MYC2_ARATH G0:2000068 G0O:0051090
egulacién de la ranscr.|pC|on esde e GO:0043619  GO-0009737
promotor de la ARN polimerasa Il en GO:0009269  GO:0009753
respuesta al estrés oxidativo G0O:0009611
G0:0006351
Regulaciéon  positiva  del  proceso G0:0009718 GO:0006952
biosintético de los flavonoides GO:0045893 GO:2000652
Regulacién positiva de la transcripcion, G0:0006355 G0:0010374
MYC4 templada por el ADN MYC4_ARATH G0:0043425 GO:0003677
Regulacién de la actividad del factor de G0:0003700
transcripcién de union al ADN G0:0046983
Regulacion positiva del proceso 60:0009926  GO:0016117
MAX biosintético de los flavonoides MAX1_ARATH 600016705 GO-0009963

Citocromo P450 711A1

Otras anotaciones asociadas a la biosintesis de los flavonoides, son los factores de
sefializacion para el transporte de los flavonoides hacia la pared celular (GO:0071555) o la

acumulacién en la vacuola (GO:19033415).
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Por otro lado, se clasificaron los genes asociados a la biosintesis de los flavonoides segun la
actividad enzimatica catalizada, distinguiendo 11 clusters biosintéticos (Fig. 20). Los clusters
contienen las enzimas 1) sintetizando el precursor de las chalconas, 2) tipo chalcona sintasas
y chalcona isomerasas, 3) de diversificacion de la ruta metabdlica de los flavonoides
produciendo las diferentes clases flavanonas, flavanoles, flavonas, flavonoles y los
precursores de antocianinas, 4) de sintesis de las antocianinas, 5) de produccién de
isoflavonas, 6) con actividad de oxigenacién, 7) de metilacidn, 8) de sulfatacion de los
flavonoides. El cluster 9 agrupa los genes que codifican a las enzimas con actividad UDP-
glicostransferasa con una subclasificacion segun la estructura del derivado producido.
Finalmente, los factores de regulacién de la transcripcién de los genes del metabolismo de
los flavonoides se unieron en el cluster 10, por su parte el cluster 11 se compone de los

genes involucrados en el transporte y acumulacion de los flavonoides en la vacuola.
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Figura 20. Numero de genes codificando para enzimas de biosintesis de los flavonoides
identificados en el transcriptoma de novo de A. lechuguilla, clasificados en a) 8 clusters
biosintéticos, b) subdivisiones del cluster 9, y c) clusters de factores de transcripcion (10) y
de transporte de los flavonoides (11).

7.1.1.5 Expresion diferencial

Primero se comprobd que las réplicas de las librerias de hoja y de guishe no presentan
perfiles de abundancia de transcritos distintos, lo se confirmd con el andlisis de componente
principal (PCA) que mostro la ausencia de diferencia significativa entre las réplicas de pools

de ARN secuenciados (Fig. 21).
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Guishe \ \

Hoja — }
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Figura 21. Analisis de componentes principales de los perfiles de expresidn de los genes en
las librerias de guishe y hojas completas.
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De los 22,567 genes diferencialmente expresados entre la hoja y el guishe, 10,598 se
encuentran sobre expresados en la hoja contra 11,969 en el guishe con un FDR < 0.02 y un p-

value < 0.01.

7.1.1.6 Enriquecimiento de ontologia de genes

De los 4,429 IDs obtenidos del enriquecimiento de ontologias de los genes sobre expresados
(p-value < 0.05) entre hoja y guishe, resultd que la mayoria de las ontologias (2881) se
clasificaron en procesos biolégicos. Estds ontologias se reparten entre hoja completa y

guishe tal como se representa en la Figura 22.

Hoja

297 4255

Guishe

Figura 22. Diagrama de Venn de las ontologias de genes sobre regulados en la hoja y el
guishe.

Adicionalmente, la visualizacidon en REVIGO permitié identificar que la mitad de los GOs
estan involucrados en procesos bioldgicos tales como la sintesis de metabolitos secundarios
incluyendo la sintesis de cianidinas, la defensa contra bacterias, la respuesta al estrés
oxidativo, la detoxificacién de quimicos, la quimiotaxis y las interacciones interespecies (Fig.

23).

7.1.1.7 Perfiles de expresion de los genes de biosintesis de los flavonoides

Los 82 genes sobre expresados en el guishe en comparacion a la hoja, e identificados como
parte de la biosintesis de los flavonoides, se posicionaron principalmente en las etapas
prematuras de la sintesis como las fenilalanina liasas (PAL, K13064 y PTAL, K13064), chalcona
sintasa (CHS, K00660), la hidroxicinamoil-transferasa (HCT, K13065). Al contrario, las
glicosiltransferasas (GT1, K12938 y 3GT, K12939), por ejemplo, se mapearon al final de la
ruta metabdlica sugiriendo la produccién y acumulacion de compuestos tales como

derivados glicosilados de flavonoles como la isorhamnetina, quercetina y kaempferol, y de
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antocianinas de la cianidinas y delfinidinas. Con base en estos resultados de expresidon

diferencial, se elabord la ruta metabdlica de sintesis de los flavonoides en el guishe (Fig. 24).

Regulacion positiva de la via de sefializacion mediada por la auxina
Respuesta de defensa a insectos

Respuesta a estimulos bidticos

Proceso metabadlico de los compuestos glicosilados
Positive chemiotaxis

Homeostasis celular redox

Respuesta de defensa

Proceso metabdlico de las especies reactivas del oxigeno
Proceso de biosintesis de sustancias organicas

Respuesta a estimulos abidticos

interaccian interespecies entre organismos

Respuesta a la privacion de agua

Respuesta a compuestos oxigenados

Respuesta a estimulos externos

Proceso biosintético

Respuesta zl estrés zalino

Respuesta a acidos

Proceso catabdlico de sustancias organicas

Procesos biologicos

Proceso metabdlico del danuro

Respuesta a estrés

Detoxificacion de compuestos nitrogenados
Via de sefalizacion mediada por hormonas
Detoxificacion

Regulacion del proceso metabdlico secundario
Repuesta de defensa a bacterias

Proceso catabalico del cianuro

Porceso metabdlico de maléculas pequefias
Respuesta a quimicos

Proceso metabadlico de acidos organicos
Respuesta a substancias inorganicas
Respuesta a estimulos

Proceso de oxidacién-reducion

0 2 4 & 8
Logl0 p-value

Figura 23. Ontologias de genes involucrados los procesos bioldgicos mas relevantes
identificados en los genes sobre expresados en guishe segun el p-value obtenido por analisis
de expresidn diferencial.
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7.1.2 Identificacion de los flavonoides por bioquimica analitica

La identificacion de los flavonoides en los extractos etandlicos y metandlicos se obtuvo con
base en los espectros de masas obtenidos de las diferentes corridas, tomando en cuenta los
tiempos de retencidn especificos para cada columna y gradiente procesados. Se
identificaron 11 flavonoides en forma aglicona por orden de retencion: 2 flavanoles
(catequina y epigalocatequina) < 2 antocianinas (delfinidina y cianidina) < 2 flavanonas
(naringenina y hesperidina) < 3 flavonoles (quercetina, kaempferol e isorhamnetina) < 2
flavonas (apigenina y miricetina). De estos compuestos se identificaron 37 derivados
glicosidicos. En las formas mono-, di- y tri- glicosiladas se observé una mayor ocurrencia de
ramnosa, glucosa y xilosa en las secuencias. Algunos compuestos se reportaron con grupos
metilos adicionales como las cianidinas glicosiladas | y Il, y la hesperidina. Se encontraron
dos compuestos en formas dihidroxiladas, la quercetina y la miricetina. Por ultimo, se
describieron tri- y tetra- meros de catequinas como proantocianidinas (Tabla 16).

Tabla 16. Flavonoides identificados tentativamente por HPLC-ESI-MS/MS en extractos

etandlicos y metandlicos de guishe segin la masa experimental (m/z) obtenida en polaridad
negativa ([M+H]") y negativa ([M-H]), y los iones moleculares por orden de abundancia (ESI-

MS/MS).

HT . ESI-MS/MS
Flavonoides® [M-HT - [nM+H] F t Férmula PubChem
(m/2) (m/2) ragmentos b
(m/z)

Apigeninaf 268.9 . 203.9 C15H1005 5280443
Apigenina-7-0-g|uco:’)sidoe'f’i 431.1 433.2 268.9;203.9 C21H20010 44257792
Apigenin-7-0-rutin()sidof 578.5 - 268.9; 269,0 C27H30014 44257811
Catequina/ epicatequina® 288.9 - 577.2; 407.2 C15H1406 9064
Epicatequina galate®* 441.1 443.1 169.1; 125.1 C22H18010 107905
Cianidina 287.1 . _ C15H1106 128861
Cianidina-3-0-glucésido® 478.4 3 2871 C12H21011 197081
Cianidina-3-O-rutinésido® - 595.5 449.3 C27H31015 441674
Cianidina-3,5-0-diglucésido” 609.2 611.0 449.3; 287.1 C27H31016 44256718
Cianidina metil di glicésido I - 633.5 449.3; 615.5 C29H27015 -
Cianidina metil glicésido II’ - 909.7 595.5 C43H41022 -
Delfinidina 319.1 _ ~ C15H1107 128853
Delfinidina-3-0-glucésido® 465.4 3 319.0 C21H21012 443650
Delfinidina metilglicésido - 925.4 611.0 C43H41023 -
Gentiodelfina® 1113.3 - 319.0 C54H53028 11979365

. .. eh 287.1; 407.2; 122738

’ . - C30H26012

Procianidina >77.2 451.1; 601.2 130559
Tetramero de procianidina” 1152.7 - 577.1 C60H50024 16130899

301.0
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Hesperidina metilchalcona®
Isorhamnetina®

Isorhamnetina glucésido®
Isorhamnetina glicc’>sidod

Isorhamnetina-glucosil-
pentésido®”
Isorhamnetina-3-0O-
rutinésido™®
Isorhamnetina-hexosil-
hexosil-pentésido®
Isorhamnetina-3-
gentiotriésido®
Isorhamnetina triglicésido®
Kaempferol

Kaempoferol-3-0-glucésido
(Astragalina)®
Kaempferol-3-O-ramnédsido
(Afzelina)“®

Kaempferol ramnésido-acido
malico'
Kaempferol-xildsido-acido
malico'

Afzelina O-galato’

Kaempferol-3-O-rutinésido®

Kaempferol-3-0-(6-p-
cumaroil)-glucésido®
Kaempferol-3-ramnésido-7-
xilésido-ramnésido®
Kaempoferol-3,7,4’-
triglucésido®

Miricetina®*
Dihidromiricetina®
Miricetina-3-O-ramndsido
(Miricetrina)®

Miricetrina O-galato'
Miricetina-hexodsido-
pentésido®

Naringenina

Naringenina-7-O-rutindsido
Quercetina

Dihidroquercetina
(Taxifolina)®

Quercetina-3-0-xilésido™*
Quercetina-3-0-ramnésido®™*

Quercetina-3-0-glicésido

316.1
478.4
579.4

609.2

622.3

756.5

801.6

285.1

431.1

547.2

563.4

593.4

595.1

772.5
317.0

463.1
615.5
625.2
270.9
579.5
301.0

302.9

433.2

447.1
463.1

625.3
317.0

611.0

625.2

757.5

804.5

813.8
287.1

449.3

433.2

585.3

595.5

711.4

774.1

319.0
323.2

465.1
617.3

272.3

303.0

305.9

435.1

449.3
465.1

301.0; 300.9
272.1;273.2

316.1
316.1;272.1;
221.1
478.3;317.0;
146.1 ; 449.1
317.0; 146.1;
82.1
317.0;162.8;
167.1; 146.1

316.1;317.0

641.2;317.0
153.0; 107.0

287.1

125.1; 153.0

132.9;431.1

132.9; 285.1

287.0
287,0; 285.1
190.9; 449.3

431.1

285.1; 119.1

287.0

287.0

153.0; 139.0
317.0;179.1

317.0
463.1; 317.0;
146.1

2711
270.9; 271.1
300.9; 179.1

303,0; 153.0;
139.0
300.9; 301.0;
303.0;179.1;
146.1
300.9; 301.0;
303.0; 146.1
300.9; 301.0;

C29H36015
C16H1207

C22H22012

C28H32016

C34H42022

C15H1006

C21H20011

C21H20010

C25H24014

C28H24015

C28H24014

C27H30015

C32H38018

C33H40021

C15H1008
C15H1208

C21H20012
C28H24016
C27H30017
C15H1205
C27H32014
C15H1007

C15H1207

C20H18011

C21H20011

C21H20012

6436550
5281654
5318645

5481663

44259361

5280863

5282102

5316673

44586971

5318767

44258994

44258904

5281672
161557

5281673

932
442431
52800343

439533

44259228

5280459
5280804
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(glucésido o galactésido)®™ 177.0; 303.0; 5281643
179.1; 153.0
. . 300.9; 301.0;
&‘ﬁ:ﬁi;,ﬂa's'o'r”t'"°S'd° 609.2  611.0  465.1;153.0;  C27H30016 5280805
463.1
Quercetina-3-O-diramnésido®  595.1 - 30037321'0" C27H30015 44259244
Quercetina-3-O-diglicésido®  595.1 ; 300;?6"3321'0" C27H30017 44259101

Quercetina-0O-di-p-cumaroil-
ramnopiranésido®
Nota: ‘verificado por: bases de datos en linea %; (Dorta et al., 2014) b; (Gao et al., 2017) ; (Garcia-Cayuela et al., 2019) d;
(Zhuang et al., 2018) ¢ (Ana Plazoni¢ et al., 2009) f; (Aguirre-Hernandez et al., 2010) & (Kucharska et al., 2017) h; (Abu-
Reidah et al., 2015) '; (Kirby et al., 2013) .

- 741.1 449.2; 303.0 C39H32015 -

7.1.3 Cuantificacion de flavonoides

No hubo diferencia significativa en los rendimientos entre los solventes de extraccién. En
extractos etandlicos se observé una concentracion de polifenoles de 10.89 + 0.61 mg GAE/g
PF y de flavonoides 6.06 + 0.88 mg QE/g PF. En extractos metandlicos se obtuvo un TPC
de10.72 + 0.79 mg GAE/g PFy un TFC 3.74 + 1.07 mg QE/g PF.

Con base en las ecuaciones de las curvas estandar (Anexo B) se cuantificaron los flavonoides
en los extractos alcohdlicos (Fig. 25). Los compuestos encontrados debajo de los limites de
deteccién de HPLC-UV se reportaron con una concentracidon nula. Sin embargo, el analisis de
los espectros de masas confirmd su presencia en ambas fracciones. La isorhamnetina se
presenté como el compuesto mayoritario en ambos extractos con una concentracion
promedio de 750.74 + 33.87 ug/g PS en la fraccion etandlicay 1251.96 + 63.09 ug/g PSen la
fraccion metandlica. Seguido de la flavanona con una concentracion de respectiva de 291.51
+ 15.01 pg/g PS y 214.10 + 9.84 ug/g PS. De los compuestos minoritarios, se observé una
abundancia diferencial de los flavonoides cuantificados segun el solvente de extraccion. Las
concentraciones se encontraron en un rango de 1.76 pg/g PS (naringenina) a 24.23 ug/g PS
(delfinidina) en etanol 70% y de 1.76 pg/g PS (naringenina) a 34.23 ug/g PS (hesperidina) en

metanol 60%.
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Figura 25. Concentracién en los flavonoides cuantificados por HPLC en pg/g PS en extractos
etanolicos y metandlicos en orden. F: flavanona, I: isorhamnetina, A: apigenina, Ca:
catequina, Cy: cianidina, D: delfinidina, H: hesperidina, K: kaempoferol, N: naringenina, y Q:
quercetina. Letras diferentes indican diferencias significativas (ANOVA; n=3, p<0.05).

7.1.4 Potencial bioactivo

7.1.4.1 Prediccién in silico
El cribado de proteinas blanqueadas por los flavonoides encontrados en el guishe se

presenta en el Anexo C.

Los flavonoides identificados en el guishe presentaron probabilidades de interaccién con 232
proteinas de la base de datos de proteinas humanas. Se identificaron dos writers, tres
erasers, tres factores de transcripcidn, ocho receptores nucleares, 21 receptores asociados a
proteinas G (20 de la familia A, y uno de la familia del gusto), un antigeno, un receptor
membranal (sin clasificacién), cuatro transportadores activos primarios, 12 proteinas
involucradas en el transporte electroquimico de las células (dos especificos al sistema
nervioso, y tres de la apoptosis), siete proteinas secretadas, nueve proteinas citosélicas,
cinco citocromos P450, cinco hidrolasas, dos fosfatasas, tres fosfodiestarasas, dos
isomerasas, 13 liasas, 10 oxidorreductasas, 17 proteasas, 46 quinasas, tres transferasas, 47

enzimas (sin clasificacién), y siete proteinas no clasificadas.

Los tres flavonoles agliconas, quercetina, kaempferol y miricetina presentan 91 proteinas
blanco en comun de los cuales 56 son exclusivos a flavonoles ya que se comparten 35

proteinas blanco entre flavonoles y flavanol. La catequina (flavanol), tiene probabilidad de
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interaccion con 49 proteinas distintas a las de proteinas blanco de los flavonoles con los
cuales, el kaempferol y la quercetina comparten tres proteinas blanco, la topoisomerasa |
del DNA (isomerasa) y la tanquirasa-1 (receptor asociado a proteina G de la familia del
gusto). Seis proteinas presentaron potencial de interaccion solo con la miricetina y la
quercetina, la demetilasa especifica a la lisina, la quinasa de cadena ligera de miosina
(musculo liso), la topoisomerasa Il del ADN, la subunidad y-P110 de la a-P13-quinasa, el
receptor a la insulina, la aldosa reductasa, y la ADN liasa. Otras cinco, solo por el kaempferol,
la 6-fosfofructo-2-quinasa/fructosa-2,6-bifosfatasa 3, la proteina G asociada al receptor
quinasa 6, la ciclooxigenasa-2, el regulador de la conductividad transmembranal de fibrosis
cistica, y la a-amilasa Al. Asimismo, la miricetina presenta dos proteinas blanco exclusivas, la
B-galactdsido a-2,6-sialitransferasa, y la 1 butirilcolinesterasa. La catequina comparte el

receptor A3 de adenosina con la miricetina y el receptor de estréogeno a con el kaempferol.

Por otro lado, la quercetina y la isorhamnetina (quercetina metilada) comparten 98
proteinas blanco y cada una tiene dos proteinas exclusivas, la quercetina, la topoisomerasa |
del ADN vy la tanquirasa-1, y la isorhamnetina el plasminégeno (proteasa) y la proteina de

diferenciacién de células de leucemia mieloide inducida Mcl-1 (proteina citosélica).

Si varios flavonoides presentaron potencial de interaccién con un tipo de ptoreina, su
estructura determina la probabilidad de interaccidn, asi como se representa en el caso de las
fosfalipasas donde se distinguen los clusters de interaccidn segun la subclase de flavonoide.
Los flavonoles tuvieron mayor probabilidad de interactuar con la fosfolipasa A2 de grupo 1B,
mientras que las flavanonas y flavanoles presentaron las probabilidades mas altas de
interaccion con las fosfolipasas A2 del grupo lIA, V, y X. De las antocianinas, se observd una

probabilidad intermedia, la cual no difiere segun la familia de fosfolipasas (Fig. 26).

Por otro lado, se observé un potencial de interaccion menor de los derivados glicosilados
gue las formas agliconas. Ademas, la posicion del residuo glicosidico influyd mas que el tipo
de glicésido en el potencial de interaccién con las proteinas de la base de datos PDB
(human). De los mono-glicosilados, solo dos proteinas son comunes entre todos, 22
proteinas se comparten entre los flavonoles-3-O-glicésidos, 24 son exclusivos a las
antocianinas, y 6 solo tienen probabilidad de interaccion con la apigenina-7-0O-glucdsido. Las

proteinas blanco de los di-glicosilados fueron las mismas que los monoglicosilados. Sin
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embargo, tuvieron menor probabilidades de interaccion. De igual manera, la probabilida de
interaccidon disminuye aln mas con la agregacidn de un tercer grupo glicodsido. En contraste,
una metilacién, un residuo p-cumaroil, un residuo galato, y una sulfatacién, incrementaron

las probabilidades de interaccion y la diversidad de proteinas blanco de los flavonoides.

rﬂﬁl

Phospholipase A2 group 1B
Phospholipase A2 group IIA

Group X secretory phospholipase A2

Phospholipase A2 group V

Myricetin
Quercetin
Isorhamnetin
Kaempferol
Procyanidin
Apigenin
Leucocyanidin
Cyanidin
Delphinidin
Naringenin
Catechin
Hesperitin

Figura 26. Mapa de color de las probabilidades de acoplamiento de los flavonoides agliconas
del guishe de A. lechuguilla con las proteinas blanco dediferentes familias de fosfolipasas A2.

Por otra parte, se modelé el acoplamiento de los flavonoides con la proteina TNF-R1 (PDB:
27)C) (Fig. 27, 28, y 29) y la PLA2 (PDB:10XR) (Fig. 30 y 31). De manera general, todos los
flavonoides identificados en el guishe tuvieron interacciones polares y apolares con las dos
proteinas. La estructura de los flavonoides influyd en particular en el potencial de formacién
de puentes de hidrégeno. Se observod que las formas agliconas de las diferentes subclases de
flavonoides identificados en el guishe se acoplaron en los mismos sitios por
complementaridad de superficie con el receptor (Fig. 27). Sin embargo, dependiendo de la
posicién de los grupos hidroxilos, de los doble enlaces, y de la presencia de grupo metilo, la

formacion de puente de hidréogeno con los amino acidos del receptor TNF-R1 vario segun la



82

subclase de flavonoide. Por otro lado, las interacciones de los flavonoides glicosilados se

predijeron con amino acidos distintos a los identificados para las formas agliconas (Fig. 29)
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Figura 27. Modelizacidn in silico de acoplamiento de la agipenina (flavona) con el receptor
membranal TNF-R1, a) estructura de la apigenina y posiciones de los puentes de hidrégeno
con los amino acidos del receptor, b) todos los sitios viables de acoplamiento y modelizacion
de la dindmica molecular (torsién 5A), c) receptor TNF-R1 con un modelo de acoplamiento
de la apigenina, d) vista de la complementaridad de superficie hidrofébica de la apigenina
con el receptor.

Leu26 Ala3l Asnll2
Alag4 1le136 Tle136
Tle136 I Ala33 Leu26 i oy
Leu26 OH - Asn34 lle136 Leul57

Phel44

Tle136 Leu26 OH i Ilel36
Alal8 I Leul57 Leul57
Ile136 M HO
Asn92 i HO
nim
l];kelulliz T Alad] lle136 OH - Ala31
e Asn92 Leu93 Ala33
Thr89 ILI“?; Leul57 Asn92
1le136 cu Aspl0
2,
”//,,// Thr147 Y, Ile136 16136
Alag4  memm—OH Al/;}l o “, Leu26
Aspd5 E Ala33 i Leu2 Ala33 Leuls7
Leu26 H Ala3s B Cys101
" H Tle136
Tle136 Gly32 1le136 Leu26
Thr89 Leu26 Leu26

Cianidina (antocianina) Delfinidina (antocianina)



Alal8
Gln125 Leu55 Asn34
Ile136 Asn39
Leu26 Ile136
Leu55s oH - Leu37
Leul57
I Phel44
GInl125 i HO.
1le136 OH - Gly32
Leuls7 Leul57
Pro8 Phel44
Aspl0
Tle136
OH Z Leu26
H Leu26 Ala33
H Aspl0
Ala33 Glus3
Leu26 Ile136
Catequina (flavanol)
Leu26 Asn39
GInl25 Leuss Asn92
1lel136 GIn125
Leu55 Tle136
Leu26 u37
Asp45 OH Leud3
I I Leuls7
Prol28
GIn125 mmnni HO.
Ile136 OH - Gln125
Leul57 Tle136
Trp28 I Leu37
3 Asn33 Leud3
/ E Asn3d Leul57
o % Tle136 Phel44
Leu26 Aspl0  Leu26
Leuss

Ala31l

Quercetina (flavonol)

83

Gln21
GIn25
Leu26
Asn92 Leu26 o
I I N cms
Alal8  nnnmm Ho. 0.
Ala33 =
Leul57
Phel44
o
Ala33
OH o Asn34
I I Phel44
llel36  Ilel36
Leu26
Hesperitina (flavanona)
Ala22
Ile136
Ala8d Leu55
Gly32 Leu26
Tle136
Leu26
Leu55 OH mmmm Alal8
Ala22
Ala33
Ala84
Tle136 i HO.
Leuls7 O/ Asn39
Phel44 Aspl0
Ser9 Tle136
Leuls7
OH// Asn34 Ser9
/ % GIn25
Leu26 wmmmmm OH 0] Z Leu26
Asn30  Ala3l
Phel44

Alal8

Isorhamnetina (flavonol metilado)

Figura 28. Modelizacién in silico de acoplamiento de los flavonoides agliconas del guishe con

el receptor membranal TNF-R1.
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7.1.4.2 Prueba in vitro

La actividad antioxidante (AA) de los extractos etanolicos evaluados in vitro por la prueba
resulté en un porcentaje de inhibicién de los radicales DPPH de 38.37 + 545 % |I.
Posteriormente, la curva cinética mostré un incrementd del potencial de captacion de los
radicales libres hasta el min 70 en el que se estabiliz6 la AA alrededor de 55.3 £ 3.53 % |

DPPH (Fig. 32).
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Figura 32. Curva cinética (y = 11.497In(x) - 4.8927; R? = 0.9716) de la actividad antioxidante
de extracto etandlico del guishe de A. lechuguilla en porcentaje de inhibicién del radical
DPPH (%I DPPH).

7.2 Obtencidn de flavonoides

7.2.1 \Variabilidad geografica

7.2.1.1 Datos ambientales

La zona de recoleccidén es de tipo matorral desértico rosetdéfilo, donde el suelo se constituye
de grava compactado de granulometria variable y bloques de piedra. Es un suelo poco
permeable pobre en nutrientes esenciales y enriquecido en algunos oligoelementos tipo
hiero segun el color rojo de algunas partes de la zona. La exposicion a las radiaciones es total
en el campo ya que la mayoria de la vegetacién es de la misma altura que la lechuguilla. Los

datos climaticos se representan en la Tabla 17.

Adicionalmente a las condiciones de estrés abidtico mencionadas, se observé que una parte

de la poblacion presentaba manchas circulares amarillas oscuras en las hojas mas maduras
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gue constituyen la roseta, mientras que los cogollos aparecieron menos afectados. Ademas,
se observod la presencia de especies de ardcnida e insectos voladores directamente asociado
con los individuos de A. lechuguilla. Las especies vegetales alrededor también se han
inventariado (Anexo D). Se observé una mayor proximidad de cactaceas en comparacién a
las otras familias mas susceptibles a la competencia inducida por quimicos por parte de A.

lechuguilla.

Tabla 17. Condiciones geoclimaticas promedio en agosto para los tres sitios muestreados
segun la base de datos climaticos de la CONAGUA.

Para.m etros Matehuala Cosme Tuxtepec
ambientales

Coordenadas 23°28'54.3"” N; 25°52'03.6" N; 26°11'29.8” N; 101°11'0.96”
GPS 100°37'22.1" W 101°19'51.1" W W
Temperatura 16.0-29.0 °C; Max 35 °C 18.8-30.6 °C; Max 40 °C  19.7-32.9 °C; Max, 35.9 °C
Fotoperiodo 13h12min-12h36min 13h18min—12 h39 min 13h18min—-12h39min
Cobertura 36-42% 47-49% 47-49%

nublosa

Precipitacién 55.6 mm 44.8 mm 29.0 mm

Dias lluviosos 4.3 2.8 3.4

7.2.1.2 Perfiles de flavonoides

Los rendimientos de extraccidn de los fitoquimicos asi como el contenido en fenoles totales
mostré diferencias significativas segun el sitio de muestreo del guishe. El mayor rendimiento
se observd para la region de Cosme con 38.98 + 0.93%, en comparacion de Matehuala y
Tuxtepec, que tuvieron rendimientos de extraccion respectivos de 32.88 + 1.829% y 30.54 +

0.92% (Fig. 33).
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Figura 33. Rendimientos de extraccion (UAE; EtOH 70%) en base seca (% PS) obtenidos para
el guishe de A. lechuguilla de tres sitios geograficos diferentes. Las letras diferentes indican
una diferencia significativa (ANOVA; n=3, p<0.05).

Sin embargo, a pesar de que se encontré un rendimiento mas alto para Cosme, es el sitio de
muestreo que presentd el menor contenido en fenoles totales con 9.40 + 1.23 mg GAE/g,
seguido por Tuxtepec con 10.89 + 0.61 mg GAE/g, y Matehuala con 16.69 + 0.43 mg GAE/g. A
diferencia de los TPC, no hubo variabilidad en el contenido en flavonoides totales segln la
region de muestreo y se obtuvieron valores entre 5.62 + 0.96 mg QE/g PF (Matehuala) a 6.58

+1.40 mg QE/g PF (Cosme) (Fig. 34).
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Figura 34. Contenido total en fenoles (TPC; mg GAE/g PF) y flavonoides (TFC; mg QE/g PF) de
los extractos etandlicos de guishe de A. lechuguilla de tres sitios de muestreo. Las letras
diferentes indican diferencia significativa respectivamente para TPCy TFC (ANOVA; n=12,p
< 0.05).
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Aunque no se observd una diferencia en el contenido total en flavonoides (TFC), la
abundancia de algunos de los flavonoides varié segun el sitio de muestreo (Tabla 18). En
particular, las antocianinas no se pudieron cuantificar en los espectros de HPLC-UV
obtenidos para Matehuala. Con excepcion de la cianidina O-glicosilada, su ausencia en la
muestra de Matehuala se confirmé en los espectros de masas (Tabla 19). Ademas, se
observé una concentracion de cianidina y delfinidina diferentes entre los sitios de Coahuila,
con abundancias aproximadamente dos veces mas alta en Tuxtepec en comparacién de
Cosme. Adicionalmente, la isorhamnetina se encontré en concentracion menor en Cosme
comparado con Matehuala y Tuxtepec, los cuales no mostraron diferencia. La isorhamnetina
y sus derivados glicosilados, fueron los compuesto mayoritarios de los extractos, su
concentracion significativamente menor en Cosme se vio reflejado en el total de los
flavonoides cuantificados por HPLC-UV. Esto resulté en un menor contenido global en Cosme
en comparacion de Tuxtepec, y Matehuala. Esta diferencia se encontrd en los espectros MS
donde se reporta la ausencia de algunos derivados glicosilados en Matehuala y Cosme (Tabla
19). Asimismo, dos derivados de quercetina no se observaron en la muestra proveniente de
Matehula en comparacién a las demas regiones muestreadas. Sin embargo, la cuantificacion
de la fraccidon de quercetina no mostré diferencias entre los sitios de muestreo (Tabla 18).
Asimismo, para los demas compuestos; flavanona, catequina, hesperidina, apigenina,
kaempferol y naringenina; no se observé diferencias significativas dependiendo del sitio de
muestreo (Tabla 18 y 19).

Tabla 18. Concentracién de flavonoides (ug/g PS) obtenida por andlisis cuantitativo por

HPLC-UV (280 nm) de los extractos etandlicos de guishe de A. lechuguilla recolectados en
tres sitios diferentes.

Pico N° Flavonoides Matehuala Cosme Tuxtepec
1 Flavanona 276.19 + 16.35° 224.78 +19.59° 284.01+10.61°
2 Isorhamnetina 753.97 £ 48.25° 614.32 +24.94" 752.80 +2.91°
4  Catequina 1.80+0.07° 4.97+2.26" 438+0.50°
5  Cianidina 0.00° 3.53+0.22" 10.48+2.61°
6  Delfinidina 0.00° 11.42+032" 21.55+3.79°
7  Hesperidina 4.00+0.13° 4.05+0.29° 4.69+0.19°
8  Quercetina 11.65+0.66 13.73+0.25° 13.48 £0.32°
9  Apigenina 7.88+0.33" 7.85+0.84° 9.25+0.61°
10  Kaempferol 12.78 +0.75° 12.77 +0.43° 13.48 £+0.31°
11 Naringenina 1.43+0.07° 1.43+0.15° 1.68+0.11°
Total 1069.70 898.85 1115.80

® La misma letra dentro de una linea indica que no hay diferencia significativa (Kruskal-Wallis; = 3, p < 0.05).
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Tabla 19. Perfil cualitativo de los flavonoides en los extractos etandlicos de guishe de A.
lechuguilla muestreado en tres sitios diferentes. Los m/z experimentales y los fragmentos
principales se obtuvieron mediante andlisis de HPLC-MS en polaridad negativa ([M-H]).

Flavonoides m/z ((M-H] (Fragmentos) Matehuala Cosme Tuxtepec

Apigenina 268.9 (203.9) + + +
Apigenina-7-O-gicésido 431.1 (268.9; 203.9) + + +
Apigenina-7-O-rutinésido 578.5 (268.9) + + +
Catequina 288.9 + + +
Cianidina 287.1 - + +
Cianidina-3-0-glicésido 478.4 (287.1) - + +
Cianidina O-diglicésido 609.2 (449.3; 287.1) + + +
Delfinidina 319.1 - + +
Delfinidina-3-0-glicésido 465.4 (319.0) - + +
Flavanona 223.1 + + +
Hesperidina 610.2 + + +
Isorhamnetina 316.1 + + +
Isorhamnetina-glucésido 478.4 (272.1) + + +
Isorhamnetina-3-O-rutinésido 622.3 (146.1) + + +
Isorhamnetina glycésido 579.4 (316.1; 272.1) - + +
Isorhamnetina glucosil-pentésido  609.2 (449.1; 272.1; 146.1) + + +
Isorhamnetina-hexosil-hexosil- 756.5 (162.8; 146.1) _ + +
pentosa

Isorhamnetina-3-gentiotridsido 801.6 (316.1) + - +
Kaempferol 285.1 (153.0; 107.0) + + +
Kaempoferol 3-0-glycésido 431.1 + + +
Kaempferol 3-O-rutinésido 593.4 (285.1;431.1) + + +
Kaempoferol diglicésido 595.1 (285.1) + + +
Kaempoferol triglicésido 772.5 (285.0) + + +
Miricetina 317.0 + + +
Miricetina-3-0-glicésido 463.1(317.0; 179.1) + - +
Miricetina diglicésido 625.2 (317.0) + + +
Naringenina 270.9 + + +
Naringenina O-rutindsido 579.5 (270.9) + + +
Quercetina 301.0(300.9; 179.1) + + +
Quercetina-3-O-xilosa 433.2 (300.9; 179.1) + + +
Quercetina-3-O--ramnosa 447.1 (301.0; 146.1) + + +
Quercetina-3-0-glicésido 463.1 (301.0; 177.0) - + +
Quercetina-3-O-rutindsido 609.2 (300.9; 463.1; 146.1) + + +
Quercetina-3-0O-diramndsido 595.1 (300.9; 447.1) + + +
Quercetina-3-0O-diglicésido 595.1 (300.9; 463.1) - + +




91

7.2.1.3 Actividad antioxidante

Los extractos etandlicos obtenidos del guishe recolectado en Matehuala mostraron un
potencial antioxidante similar al de Tuxtepec, con valores respectivas de 43.38 + 1.88 y 40.29
+ 2.31 % de inhibicidn de los radicales libres. En comparacion, la actividad antioxidante de

los extractos obtenidos por la region de Cosme fue menor con 31.45 + 1.40 % | (Fig. 35).
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Figura 35. Actividad antioxidante en porcentaje de inhibicién de los radicales DPPH (% |
DPPH) de los extractos etandlicos obtenidos del guishe de A. lechuguilla recolectado en tres
sitios diferentes. Las letras diferentes indican diferencia significativa (Kruskal-Wallis, n=12,
valor p < 0.05)

7.2.2 Procesamiento de la muestra
7.2.2.1 Método de secado

7.2.2.1.1 Perfiles en flavonoides

La diferencia entre el rendimiento de extraccion entre los métodos de secado fue
significativa (Fig. 36). Los mayores rendimientos se obtuvieron utilizando la liofilizacion
independientemente de la exposicion a la luz, con un 38.98 + 0.64% en la oscuridad (LO) y un
38.03 + 2.18% con luz (LL). Los procedimientos de deshidratacién (D) y secado al sol (S)
redujeron significativamente los rendimientos de extraccidon en comparacidn con las
muestras liofilizadas, y dieron como resultado un 31.37 + 2.17% y un 25.16 + 3.53%,

respectivamente (Fig. 37).

El proceso de secado influyd significativamente en las concentraciones de fenoles y
flavonoides de los extractos (Fig. 37). El TPC mas alto se obtuvo del bagazo secado al horno
con 16.47 + 0.63 mg GAE/g PF, pero no es significativamente mayor que los 14.41 + 1.81 mg

GAE/g PF obtenidos del bagazo liofilizado en la oscuridad. Asimismo, los tratamientos LO
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(14.41 £+ 1.81 mg GAE/g PF), LL (11.75 + 1.27 mg GAE/g PF) y S (12.38 + 1.76 mg GAE/g PF) no
muestran una diferencia significativa en el TPC. En cuanto al contenido de flavonoides, el
TFC fue significativamente mayor en los extractos adquiridos a partir de biomasa tratada con
LO (10.29 * 1.80 mg QE/g PF) en comparacién con el material secado al sol (5.96 + 0.96 mg
QE/g PF), mientras que el TFC obtenido a partir de biomasa acondicionada con LLy D, que no
difieren de otros procesos de secado, did respectivamente 7.57+ 1.38 y 8.23 + 1.22 mg QE/g
PF.
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Figura 36. Rendimientos de extraccidn en porcentaje en base seca (% PS) obtenidos para la
extraccion convencional del guishe de A. lechuguilla liofilizado en la oscuridad (LO), expuesto
a la luz (LL), deshidratado en horno (D) y secado al sol (S). Letras diferentes indican
diferencias significativas (Kruskall-Wallis; n=3, valor p < 0.05).
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Figura 37. Contenido en fenoles totales (TPC; mg GAE/g PF) y flavonoides totales (TFC; mg
QE/g PF) en extractos etandlicos de guishe de A. lechuguilla liofilizado a la oscuridad (LO),
expuesto a la luz (LL), deshidratado en horno (D) y secado al sol (S). Letras diferentes indican
diferencias significativas respectivamente para TPCy TFC (ANOVA; n=12, p < 0,05).
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Los cromatogramas de HPLC-UV son distintos entre los tratamientos con luz (liofilizacién y al
sol) y a la oscuridad (liofilizacién y deshidratador) (Fig. 38). Esta observacién se confirmé con
los perfiles de flavonoides detectados por MS/MS, donde no se encontraron las antocianinas
en particular (cianidina y delfinidina) en las muestras LL y S, sugiriendo un efecto negativo de

la luz.

Figura 38. Espectros de HPLC-UV (280 nm) de los extractos etanolicos obtenidos del guishe
secado por a) liofilizacién a la oscuridad, b) al horno a la oscuridad, c) liofilizacién con
exposicion a la luz, y d) secado al sol.

Estos resultados se corroboraron con la cuantificacidn de los diferentes flavonoides (Fig. 39).
En la cuantificacidn se observd también una abundancia diferencial entre los tratamientos a
la luz y a la oscuridad especificamente para la isorhamnetina, hesperidina y quercetina. De
estos flavonoides, la isorhamnetina y cianidina presentaron mayores concentraciones en la
muestra procesada en el horno a conveccién que en la muestra liofilizada. En los demas
compuestos no se reportod efecto del tratamiento. El compuesto mayoritario en los extractos
siguid siendo la isorhamnetina con una concentracion de 864.35 + 105.40 pg/ g PS obtenida

en el extracto etandlico de la muestra secada al horno.

En el proceso de secado se observaron abundancias diferenciales entre las condiciones de
luz, encontrdndose las concentraciones mas bajas de todos los flavonoides cuantificados
para LL y S y las mas altas para LO y D. Mas especificamente, la isorhamnetina estaba casi
dos veces mas concentrada para el secado al horno (864.35 + 7.70 ug/g PS) que para el
bagazo secado al sol (458.96 + 2.04 ug/g PS). La luz también influyo en la abundancia de

antocianinas (cianidina y delfinidina), que cayeron por debajo de los limites de deteccion
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para los extractos obtenidos del bagazo expuesto a la luz. Las flavanonas mostraron un
comportamiento similar, aunque no se evidencid significancia entre las condiciones de
oscuridad con 224.78 + 9.79 ug/g PS (LO) y 194.12 + 5.18 ug/g PS (D), y la biomasa secada a
la luz (179.29 + 1.37 pg/g PS). Asimismo, la quercetina y el kaempferol presentaron
concentraciones comparables en los tratamientos LD, LL y D, con medias respectivas de unos
13.21y 12.97 pg/g PS. En cambio, las concentraciones de catequina, naringenina y apigenina
en los extractos no se vieron afectadas y se mantuvieron respectivamente en torno a 3.06,

1.43 y 8.14 ug/g PS.
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Figura 39. Concentracion en los flavonoides cuantificados por HPLC-UV (280 nm) en ug/g PS
en extractos etandlicos obtenidos a partir de guishe liofilizada a la oscuridad (LO), expuesto a
la luz (LL), deshidratado en horno (D), y secado al sol (S). F: flavanona, I: isorhamnetina, A:
apigenina, Ca: catequina, Cy: cianidina, D: delfinidina, H: hesperidina, K: kaempoferol, N:
naringenina, y Q: quercetina. Letras diferentes indican diferencias significativas (Kruskall-
Wallis; n=3, p<0.05).

7.2.2.1.2 Actividad antioxidante

El potencial antioxidante de los extractos de guishe seguin el método de secado siguieron las
mismas tendencias que el contenido en fenoles totales. Por lo tanto, se observa una mayor
capacidad de captacion de radicales libres por parte de los extractos obtenidos después del
secado al horno (35.59 + 2.68 % | DPPH) sin mostrar diferencia significativa comparado con
la liofilizaciéon a la oscuridad (31.45 + 1.40 % | DPPH). Por otra parte, aunque el efecto de la
luz estad sugerido (LL; 28.53 + 1.02 % | DPPH), solo el secado al sol impacté de manera
significativa con una disminucion de la actividad antioxidante resultando en un 22.87 + 2.25

% | DPPH (Fig. 40).
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Figura 40. Capacidad de captacion de los radicales libres en % de inhibicion del reactivo
DPPH de los extractos etandlicos de guishe de A. lechuguilla liofilizado en la oscuridad (LO),
expuesto a la luz (LL), deshidratado en horno (D) y secado al sol (S). Letras diferentes indican
diferencias significativas (ANOVA; n=4, p<0.05).

7.2.2.2 Almacenamiento

Los extractos etandlicos del guishe almacenado nueve meses a temperatura ambiente, en la
oscuridad, en bolsas pldsticas con cerrado hermético, dieron resultados de extraccion de
polifenoles similares a los anteriores con un redimiento de 30.89 + 1.86 %, un TPC 12.09 *
0.61 mg GAE/g PF, y un TFC 6.06 * 0.44 mg QE/g PF (Kruskall-Wallis; n=3, p<0.05). Ademas
mostraron un perfil en flavonoides similar al de los extractos del guishe procesado sin tempo
de almacenamiento (Fig. 41). Asimismo, la actividad antioxidante resulté similar a t0 (38.37 +

5.45 % | DPPH) y 19 (40.24 + 1.79 % | DPPH) (Kruskal-Wallis test, n=6, p-value > 0.05).
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Figura 41. Concentracion en los flavonoides cuantificados por HPLC-UV (280 nm) en ug/g PS
en extractos etandlicos obtenidos a partir de guishe liofilizado sin tiempo de
almacenamiento (t09 y después de nueve meses almacenado (t9). F: flavanona, I:
isorhamnetina, A: apigenina, Ca: catequina, Cy: cianidina, D: delfinidina, H: hesperidina, K:
kaempoferol, N: naringenina, y Q: quercetina. Letras diferentes indican diferencias
significativas (Kruskall-Wallis; n=3, p<0.05).



96

7.2.2.3 Pretratamiento enzimatico

7.2.2.3.1 Formulacion de un mix enzimatico
El primer disefio experimental (DOE 1) se llevd a cabo para evaluar el efecto de la
concentracion de lacasa, celulasa y pectinasa (5-15 Ul) en funcién del pH (4-6) sobre la

obtencién de compuestos fendlicos a partir del guishe hidrolizado.

En general, las tendencias de variabilidad de TPC y TFC en respuesta a las variables
explicatives fueron similares. Por lo tanto, a continuacién, se muestran los graficos
obtenidos para TPC. La variabilidad del TPC y TFC en los extractos etandlicos se explicé
principalmente por efecto negativo de concentracién de lacasa por lo que se observé
diferencia significativa entre la cantidad de 5 Ul en comparacion a 10 y 15 Ul. Los TPC no
presentaron diferencia significativa en funcién de la cantidad de celulasa y pectinasa en el
mix enzimatico. Sin embargo, la modelacién predijo que un valor intermedio de la pectinasa
aumenta el TPC, mientras que la concentracidn de celulasa no presenta efecto significativo.
A diferencia de los rendimientos de extraccién, no se observé efecto del pH en el TPCy TFC
con base en analisis de varianza, sin embargo, la modelacién predijo un efecto negativo

inducido por el aumento del pH (Fig. 42).

Para el siguiente DOE, se formularon tres mezclas enzimaticas con lacasa, celulasa y
pectinasa en proporcion respectiva: 1:1:1 (LCP), 1:1:2 (LCPP) y 0:1:2 (CPP) basadas en los
resultados del DOE I. Se evalud el efecto de los parametros de hidrélisis: pH, temperatura y

tiempo de incubacion.

Las proporciones de las diferentes enzimas influyd de manera significativa en el contenito
total en fenoles y flavonoides, presentando menores TPC y TFC en ausencia de lacasa. De
manera individual, se confirmé que la cantidad de celulasa y pectinasa no impacta de
manera significativa el contenido en fenoles y flavonoides de los extractos. Las tendencias en
el TPC y TFC dependiendo del pH fueron confirmadas con mayor TPC y TFC obtenido con un
pH 4, y un tiempo de incubacion de 2.5 h. A diferencia de las otras variables, la temperatura

no afectd en la obtencién de compuestos fendlicos (Fig. 43).

Los mayores TPC y TFC se obtuvieron con la mezcla de enzimas LCP resultando en 20.56 +

2.87 mg GAE/g y 5.83 + 0.83 mg QE/g PF respectivamente.
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Figura 42. Contenido en fenoles totales (TPC; mg GAE/g PF) en extractos etandlicos de
guishe previamente hidrolizado con diferentes concentraciones de a) celulasa (5-15 IU), b)
pectinasa (5-15 IU), c) lacasa (5-15 1U), y d) dependiendo del pH (4-6) de incubacién. La linea
descontinua representa el S/N ratio para ANOVA en modelo de Taguchi.
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Figura 43. Contenido en fenoles totales (TPC; mg GAE/g PS) en extractos etandlicos en
funcion de a) la mezcla enzimatica con lacasa, celulasa y pectinasa en proporcién 1:1:1 (LCP),
1:1:2 (LCPP), y 0:1:2 (CPP), b) pH (4-6), c) temperatura (30-50°C), y d) tiempo (0.5-2.5 h). La
linea descontinua representa la relacion S/N para ANOVA en modelo de Taguchi.

Los espectros de HPLC-UV, que se reflejaron en los espectros de MS, revelaron que la
presencia de lacasa en el mix enzimatico impacté la cantidad de la cianidina que disminuyd
del 43.5%, la delfinidina del 21.2%, la flavanona y la quercetina del 1.5% en comparacion con
los tratamientos con lacasa (Fig. 44). Ademds, se observd una disminucién drastica del
contenido en kaempferol, apigenina, naringenina y hesperidina los cuales pasaron debajo de
los limites de deteccion del PDA, aunque se observaron en los espectros de masas. La
isorhamnetina, flavanona y quercetina no presentaron diferencia significativa en sus

concentraciones medidas en ambos tratamientos de lacasa. Por otra parte, los espectros
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exhibieron un aumento de la abundancia relativa de los compuestos que eluden de manera
inmediata en el método usado, los cuales corresponden a los acidos fendlicos tales como el
acido cumarico ([M-H|  m/z=163.0, ion MS/MS m/z=119) y acido galico ([M-H| m/z=169.0)

encontrados en espectros de masas.
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Figura 44. Espectros de HPLC-UV (280 nm) de los extractos etanolicos obtenidos después de
pretratamiento sin lacasa (arriba) y con lacasa (abajo) a pH 4. F: flavanona, I: isorhamnetina,
A: apigenina, Ca: catequina, Cy: cianidina, D: delfinidina, H: hesperidina, K: kaempoferol, M:
Miricetina, N: naringenina, y Q: quercetina.

7.2.2.3.2 Mezclas comerciales
El tercer disefio experimental se realizé para evaluar la eficiencia de dos mezclas enzimaticas
comerciales de Novozyme® en los mismos rangos de pH, temperatura y tiempo de

incubacién usados para los mix formulados.

El contenido en fenoles totales se observé en un rango de 17.13 + 3.83 mg GAE/g PF
(Ultraflo) 18. 63 + 3.81 mg GAE/g FW (Viscozyme), y la cantidad de flavonoides entre 6.62 *
1.48 mg QE/g PF (Ultraflo), y 7.38 + 1.50 mg QE/g PF (Viscozyme). Este estudio comparativo
mostré que el Unico parametro que indujo una variabilidad en la obtencién de compuestos

fendlicos y flavonoides fue la el tiempo de incubacién (Fig. 45).
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Figura 45. Contenido en fenoles totales (TPC; mg GAE/g PS) en extractos etandlicos en
funcion de a) la mezcla enzimatica (Ultraflo y Viscozyme), b) pH (4-6), c) temperatura (30-
50°C), y d) tiempo (0.5-2.5h). La linea descontinua representa la relacion S/N para ANOVA en
modelo de Taguchi.

7.2.2.3.3 Analisis comparativo

En complementariedad con la modelizacion basada en el modelo de Taguchi, se juntaron los
datos para evaluar el efecto combinado de las diferentes variables probadas en los tres DOE
con un analisis multifactorial (Tabla 20) y analisis de superficie de respuesta (Fig. 46-48) con

el fin de obtener las condiciones dptimas de pretratamiento enzimatico.

De manera general, los mejores rendimientos, TPC, TFC y actividad antioxidante se

observaron en el DOE lll. Las diferencias entre los DOE, controles y biomasa no tratada se
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encontré significativa solo en algunas condiciones de pH, tiempo y temperatura de hidrdlisis
por lo que fue importante evaluar el efecto de cada variable considerada en los diferentes
disefos experimentales. A notar también, que el pH tuvo un efecto significativo en el TPCy
TFC de los extractos ya que en los controles se observd una diferencia significativa entre el
pH 4 y los pH 5y 6 con un efecto positivo del pH 4 en las concentraciones medidas (Tabla

20).

Tabla 20. Rendimientos de extraccién, contenido en fenoles (TPC) y flavonoides (TFC)
totales, y actividad antioxidante (% | DPPH) en respuesta a los diferentes tratamientos de
hidrdlisis enzimatica aplicada en los tres disefios experimentales.

Rendimientos PF (%)* TPC (mg GAE/PF)* TFC (mg QE/g PF)* % 1 DPPH'
Controles
c1 18753 + 2416 2P |15518 + 0302 @9 |4.811 + 0004 Pcehii|31031 + 1384 ©d
c2 18662 + 1116 2P [13009 + 1217 3 |3668 + 0341 2 30082 + 1.108 Pcd
€3 18327 + 1.015 2 [12840 + 1570 @ |3.788 + 0463 @  |30655 + 1.458 Pcd
DOEI
1 22202 + 2028 ©|12842 + 0394 2P |4026 + 0123 2ef NA
2 22652 + 2701 2©|12251 + 1032 2P |3693 & 0311 2° NA
3 27763 + 2985 © |11.675 + 0908 2P |3339 + 0260 2f NA
4 26271 + 1878 9€ [12419 + 1540 2P |3962 + 0491 2 NA
5 21060 + 0824 29)12301 + 0606 2P |4465 + 0220 Pceh NA
6 23290 + 1.245 2%©|12345 + 1270 2P |3259 + 0335 acef NA
7 24509 + 2584 P%©|172885 + 0073 2P |3519 + 0.159 2 NA
8 25451 + 3926 °© |11.908 + 0831 2P [3078 + 0215 2P NA
9 22721 + 1759 2©[100939 + 0679 2P |2623 + 0163 @ NA
DOE I
11 19341 + 2734 2 |13865 + 1465 2PC|5269 + 0557 98N |34061 + 4633 Cde
12 20419 + 3881 2916166 + 1.809 29 |5412 + 0181 M |44372 + 4850 8N
13 21792 + 0548 (20256 + 2870 9 |5.834 + 0827 8% |a5530 + 2607 D
14 21782 + 1.046 2©[13215 + 2286 2PC|4625 + 0800 PN 29619 + 1592 Ped
15 21516 + 3371 212335 + 0363 2P 4687 + 0.138 Pcei {23176 + 085 2P
16 21334 + 1596 2€12.899 + 0631 2P |4.9046 + 0277 M |27327 + 1263 2€
17 21284 + 1.272 23%|11283 + 2014 2 |3.98 + 0585 2 33.602 + 0304 e
18 16.856 + 1.398 2 [14716 + 3163 2P|4.934 + 0572 N |34434 + 1150 ©def
19 22779 + 0908 ©[11.893 + 0743 2P |4358 + 0218 2N |20527 + 1540 2
DOE Il
21 20027 + 1.737 29|15606 + 1397 29 |5033 & 0528 NK 36.931 + 2278 98
22 23305 + 3603 2©|15143 + 1341 29 |5833 + 0517 8 41797 + 3616 8D
23 22911 + 1.380 2©|11640 + 0922 2P [4.093 + 0324 €8 |29236 + 3471 P€
24 22991 + 0507 2©|18635 + 3810 4 |7.380 + 1.509 K 43496 + 1.789 8N
25 18.892 + 1566 2 |15517 + 1.901 29 |6.120 + 0.780 NK 32305 + 1.057
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26 20394 + 0906 29|15167 + 1586 29 |6361 + 0057 K |20761 + 3.224 8N
27 19747 + 0632 29|15700 + 0141 P9 |s5019

I+

0570 8" |30846 + 2517 €8h
28 21568 + 1648 2©|17132 + 3832 29 |6624 + 1482 K |4437a + 0905 €8N

Nota: * Letras diferentes indican diferencias significativas (MANOVA, p< 0.05).

7.2.2.3.4 Rendimiento de extraccion

De manera general, el uso de enzimas permitié incrementar los rendimientos de extraccién
de los fitoquimicos del guishe (23.99 £ 2.17% PF) en comparacion con los controles (18.58 +
0.22% PF). Los rendimientos de extraccién obtenidos en los DOE Il y Il se mantuvieron en el
mismo rango que en el DOE | con 20.79 + 1.76% y 21.23 £1.70% respectivamente, y fueron
superiores al control (Tabla 20, Fig. 46). Los mejores rendimientos de extraccidon se
obtuvieron utilizando la mezcla comercial Viscozyme©. Ademas, el aumento del pH, la

temperatura y el tiempo mejoraron los rendimientos de extraccion.
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Figura 46. Superficie de respuesta del rendimiento de extraccion (% PF) en funcion de las
diferentes mezclas enzimaticas y a) el pH (4-6), b) la temperatura (30-50°C), y c) el tiempo
(0.5-2.5 h). En orden; dos mezclas comerciales: Viscozyme© (Visco) y Ultraflo© (Ultraflo);
tres mezclas formuladas con lacasa, celulasa y pectinasa en proporcién 1:1:1 (LCP), 1:1:2
(LCPP) y 0:1:2 (CPP); y el control sin enzimas (No). La escala de colores indica la significacién
del analisis de varianza (relacion S/N) para el método Taguchi (n=3, p>0.05).
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7.2.2.3.5 Contenido total en fenoles y flavonoides
En el caso de los mix formulados, el TPC vario en 12.17 + 0.60 mg GAE/g PF, y el TFC alcanzé
3.55 + 0.56 mg QE/g PF. Sin embargo, estos fueron inferiores a lo que se obtuvo utilizando
mezclas de enzimas comerciales que proporcionaron un TPC de unos 14.07 + 0.76 mg GAE/g
PFy un TFC de 4.89 + 0.56 mg QE/g PF. El TPC fue alin mas alto con el valor de pH mas bajo
(4), la temperatura intermedia (40 °C) y el tiempo mas alto (2.5 h) (Fig. 47). En contraste, el

pH, la temperatura y el tiempo no indujeron una variacién de la TFC entre los tratamientos

enzimaticos (Fig. 48).
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Figura 47. Superficie de respuesta del contenido en fenoles totales (mg/g PF) en funcion de
las diferentes mezclas enzimaticas y a) el pH (4-6), b) la temperatura (30-50°C), y c) el tiempo
(0.5-2.5 h). En orden; dos mezclas comerciales: Viscozyme© (Visco) y Ultraflo© (Ultraflo);
tres mezclas formuladas con lacasa, celulasa y pectinasa en proporcién 1:1:1 (LCP), 1:1:2
(LCPP) y 0:1:2 (CPP); y el control sin enzimas (No). La escala de colores indica la significacién
del analisis de varianza (relacion S/N) para el método Taguchi (n=3, p>0.05).
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Figura 48. Superficie de respuesta del contenido en flavonoides totales (mg QE/g PF) en
funcion de las diferentes mezclas enzimaticas y a) el pH (4-6), b) la temperatura (30-50°C), y
c) el tiempo (0.5-2.5 h). En orden; dos mezclas comerciales: Viscozyme®© (Visco) y Ultraflo©
(Ultraflo); tres mezclas formuladas con lacasa, celulasa y pectinasa en proporcién 1:1:1 (LCP),
1:1:2 (LCPP) y 0:1:2 (CPP); y el control sin enzimas (No). La escala de colores indica la
significacion del andlisis de varianza (relacién S/N) para el método Taguchi (n=3, p>0.05).

Basado en las predicciones de los tres DOE, el anilisis estadistico del componentes
principales permitié establecer que el pH afecté la variabilidad en el contenido en fenoles
totales a 35.18%, los mix enzimaticos a 28.57%, la temperatura de incubacion a 21.31% y el
tiempo de incubacidon a 14.95%. Asimismo, el contenido en flavonoides se encontrd
impactado principalmente por el mix enzimatico (78.31%) y de manera secundaria por los
otros parametros (21.69%). El analisis multifactorial aplicado confirmé que de las diferentes

digestiones enzimaticas se obtuvieron mayores TPC y TFC con el mix enzimatico lacasa,
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celulasa y pectinasa (1:1:1, w/w/w) y los dos mix comerciales Viscozyme y Ultraflo.
Considerando las cantidades individuales de cada enzima, el aumento de la cantidad tendid
a minimizar tanto los rendimientos como los TPC y TFC. De los parametros fisicos-quimicos
de la hidrdlisis, los rendimientos, TPC, TFC y %l mdas altos se obtuvieron con el pH 4, la

temperatura de 40°C y un tiempo de incubacién de 2.5 h (Tabla 20).

7.2.2.3.5.1 Perfiles especificos de flavonoides

El mix enzimatico en el contenido especifico y en sus abundancias respectivas, modulé de
manera significativa la abundancia global de los flavonoides cuantificados por HPLC-UV en
comparacion con el control. Los resultados presentados en figura 49 mostraron que el uso
de Ultraflo favorecio la extraccidn de en cianidina (14.56 * 0.64 ug/g PS), delfinidina (26.33 +
2.16 ug/g PS), hesperidina (10 + 29 ug/g PS) en comparacién con el control. En contraste, la
quercetina se encontré en menor concentracidn en los extractos obtenidos del guishe
hidrolizado con Ultraflo mientras la cantidad mas alta se obtuvo usando el Viscozyme (164 +
10 ug/g PS). Asimismo, la flavanona y la isorhamnetina mostraron mayores concentraciones
con el uso del Ultraflo, con 345.43 + 20.13 y 952.82 + 39.48 ug/g PS respectivamente,
aunque fue significativamente diferente de lo obtenido con uso de Viscozyme (301.55 +
18.75 y 823.13 + 51.18 pg/g PS). Ademas, para estos compuestos, no hubo diferencia
significativa entre el Viscozyme, el mix CP y control, pero si hubo diferencia con el mix LCP
gue presentd las concentraciones mas bajas de flavanona e isorhamnetina. De manera
similar, se observd una disminucién drastica de la cantidadde hesperidina, naringenina,
apigenina y kaempferol con el uso de la mezcla formulada LCP. Por ultimo, el tratamiento de
control proporciond una mayor concentracion de catequina (4.22 +0.45 pg/g PS), mientras
gue la concentracién de naringenina no se encontré afectada por el tratamiento enzimatico,

a la excepcidn del uso del LCP.
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Figura 49. Concentraciéon de flavonoides obtenidos por HPLC-UV (280 nm) en (ug/g PS) en
extractos etandlicos del guishe hidrolizado utilizando dos mezclas enzimaticas comerciales
(Ultraflo y Viscozyme), dos mezclas formuladas con lacasa, celulasa y pectinasa en
proporcién 1:1:1 (LCP), y 0:1:2 (CP), y el tratamiento de control sin enzimas. a) cianidina (Cy),
delfinidina (D), hesperidina (H), quercetina (Q), apigenina (A), y kaempferol (K), b) flavanona
(F), isorhamnetina (l), y ¢) catequina (Ca), y naringenina (N). Letras diferentes indican una
diferencia significativa (Kruskal-Wallis; n=3, p < 0.05).

7.2.2.3.5.2 Actividad antioxidante

Todos los factores probados para la hidrdlisis enzimatica tuvieron efecto significativo en la
capacidad antioxidante (AA) de los extractos subsecuentemente obtenidos. La disminucién
de los niveles de pH influyd positivamente en la AA entre todos los tratamientos enzimaticos
(Fig. 50.a). La temperatura no impactd la AA con el uso de mezclas formuladas, pero si
influyé cuando se usaron mix comerciales (Fig. 50.b). Por ultimo, la AA se incremento junto

con el tiempo de incubacidn con excepcion del tratamiento control (Fig. 50.c). En general, la
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mayor AA se alcanzé con 2.5 h de hidrdlisis enzimatica a pH 4 y una temperatura de hasta
40°C utilizando Ultraflo (39.32 + 5.07 %l), seguido por Viscozyme (37.86 + 6.39 %l). Usando
mix formulados, no se observé diferencia significativa y resultdé en una AA de 31.13 + 12.93
%l (LCP) y 3243 + 244 %l (CP). Ademads, el tratamiento con LCP y CP afectd

significativamente la AA segun las condiciones de control (30.59 + 0.48 %l) (Fig. 51).

Lrad ™

AAadn (i e

Figura 50. Superficie de respuesta de la capacidad de captacion de radicales DPPH (AA, %l
DPPH) en funcién de las diferentes mezclas enzimaticas y a) el pH (4-6), b) la temperatura
(30-50°C), y c) el tiempo (0.5-2.5 h). En orden; dos mezclas comerciales: Viscozyme®© (Visco)
y Ultraflo© (Ultraflo); tres mezclas formuladas con lacasa, celulasa y pectinasa en proporcion
1:1:1 (LCP), 1:1:2 (LCPP) y 0:1:2 (CPP); y el control sin enzimas (No). La escala de colores
indica la significacion del andlisis de varianza (relacion S/N) para el método Taguchi (n=3,
p>0.05).
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Figura 51. Actividad antioxidante en % de inhibicion del reactivo DPPH de los extractos
etandlicos segun el mix enzimatico. Letras diferentes indican diferencias significativas
(ANOVA; n=12, p<0.05).

7.2.2.3.6 Validacidon experimental

Las condiciones optimas para la hidrdlisis enzimatica hacia la recuperacion fendlica fueron
2.5 h de incubacidn a 40°C en la oscuridad y 180 rpm utilizando la mezcla comercial Ultraflo
a 2 ul/g de biomasa en un tampodn fosfato (0.1 M) ajustado a pH 4.0. Estas condiciones se
reprodujeron a mayor escala y se evaluaron las mismas variables de respuesta que las
anteriores. Los resultados obtenidos que se muestran en la Tabla 21 presentaron rangos
similares a lo obtenidos previamente durante la optimizacion. El rendimiento de extraccién
alcanzo el 35.53 + 1.72 %, el TPC y el TFC resultaron en 16.81 + 1.21 mg GAE/g PSy 7.06
0.98 mg QE/g PS, y la AA aumentd hasta el 41.31% | DPPH. De los TFC, 12.24 % para el
control y 11.17% para el hidrolizado esta representado por los 10 flavonoides cuantificados.
Las concentraciones de cianidina, delfinidina y hesperidina incrementaron
significativamente. En contraste las concentraciones de flavanona, isorhamnetina y

apigenina disminuyeron con el tratamiento enzimatico.
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Tabla 21. Rendimiento de extraccion, contenido en fenoles totales (TPC) y flavonoides
totales (TFC), actividad antioxidante (AA), y concentraciones especificas de flavonoides en
extractos etandlicos obtenidos de guishe no hidrolizado e hidrolizado.

No hidrolizado Hidrolizado
Rendimiento (% PS) 3165 + 1.65 3553 + 1.72 *
TPC (mg GAE/g PS) 1281 + 0.73 1506 + 1.21 *
TFC (mg QE/g PS) 6.41 = 1.22 7.06 + 0.98
AA (%] DPPH) 35,59 + 2.68 4131 = 214 *
Flavonoids (ug/g PS)
Flavanona 194.120 + 5.180 147.238 + 5.390 *
Isorhamnetina 864.350 + 7.700 752.796 + 2.908 *
Catequina 3.340 + 1.600 4377 + 0.500
Cianidina 6.590 + 1.190 10.481 + 2.605 *
Delfinidina 10.880 + 0.990 21549 + 3.79% *
Hesperidina 3.720 + 0.200 4690 + 0.187 *
Quercetina 13.620 + 0.380 13.481 + 0.318
Apigenina 8.240 + 0.600 3.252 + 0.608 *
Kaempferol 12960 + 0.310 13.482 + 0.311
Naringenina 1.500 + 0.110 1.682 + 0.111

Nota: * Indica una diferencia significativa entre tratamientos (ANOVA; n=3, p<0.05).

7.2.2.4 Extraccion de los flavonoides

7.2.2.4.1 Solvente de extraccion

Los rendimientos de extraccién, y los contenidos en fenoles y flavonoides totales no fueron

diferentes entre los extractos metandlicos y etandlicos (Tabla 22). En contraste, la actividad

antioxidante fue mayor con etanol que con metanol. Por otro lado, el perfil especifico en

flavonoides vario dependiendo del solvente de extraccion. Las concentraciones de

flavanona, isorhamnetina, catequina y hesperidina fueron mas altas en la fraccién

metandlica, y concentraciones de naringenina mayor en la fraccién etandlica. asimismo, las

antocianinas (cianidina y delfinidina) solo se encontraron en los extractos etandlicos (Tabla

22).
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Tabla 22. Rendimiento de extraccion, contenido en fenoles totales (TPC) y flavonoides
totales (TFC), actividad antioxidante (AA), y concentraciones especificas de flavonoides en
los extractos metandlicos (MetOH) y etandlicos (EtOH) del guishe de A. lechuguilla.

Solvente MetOH EtOH ANOVA

Rendimiento (%PS) 32,51 = 4.07 30.33 * 3.62

TPC (mg GAE/g PS) 1096 + 0.98 12.01 %+ 0.70

TFC (mg QE/g PS) 480 + 048 5.17 + 0.59

AA (% | DPPH) 32.25 = 10.99 3837 + 5.45 *

Flavonoides (ug/g PS)
Flavanona 25420 + 15.70 194.12 + 10.36 *
Isorhamnetina 1027.57 + 11.01 864.35 + 5.40 *
Catequina 6.53 + 1.90 334 + 1.60 *
Cianidina 0 6.59 + 1.19
Delfinidina 0 10.88 + 0.99
Hesperidina 35.20 + 5.49 372 + 0.20 *
Quercetina 13.01 + 0.75 13.62 + 0.38
Apigenina 7.15 + 0.45 824 *+ 0.60
Kaempferol 1241 + 0.23 1296 + 0.31
Naringenina 130 = 0.08 150 + 0.11 *

Nota: * Indica diferencia significativa (ANOVA; n=3, p<0.05)

7.2.2.4.2 Optimizacion de la extraccion por fluidos supercriticos

7.2.2.4.2.1 Rendimientos de extraccion

Para dirigir de manera especifica la extraccidon por fluidos supercriticos, se considera las
caracteristicas fisico-quimicas de los flavonoides caracterizados en el guishe representado en
la tabla 23. El disefio de experimento basado en el modelo de Box-Behnken se realizé para
evaluar el efecto de la proporcién de co-solvente (etanol/agua, 70/30, v/v, 5-15%), la

temperatura (40-70°C) y la presion (150-350 bar), en la obtencién de estos compuestos.

Tabla 23. Propiedades fisicoquimicas de los flavonoides del guishe de A. lechuguilla.

Propiedades ., Capacidad
fisicoquimicas Temperatura Temperatura Pr_e:slon V(.)Ifjmen calérica Entalpia
(T=298.15Ky de fusion (K) critica (K) (cglat:t):a (cct:;lgc/(:nol) molar (kJ/mol)
p= 1 atm) (J/(mol.K))

Flavanona 629.13 869.52 29.861 636.5 227.29 130.55
Isorhamnetina 812.17 1006.06 52.51 764.5 327.8 -557.93
Catequina 772.08 964.32 68.301 711.5 309.32 -509.37
Cianidina 808.42 992.87 75.483 729.5 324.52 -654.4
Delfinidina 843.26 1032.92 99.601 745.5 342.47 -809.02
Hesperidina 1136.92 1852.64 21.023 1464.5 668  -1409.43
Quercetina 823.35 1021.68 82.196 706.5 305.88 -606.34
Apigenina 737.53 957 56.617 671.5 273.06 -305.27
Kaempferol 788.52 987.27 63.796 690.5 287.93 -451.72
Naringenina 733.64 952.11 52.282 684.5 281.12 -333.31
Ramnésido 943.77 1174.55 39.209 1032.5 456.47 -872.35

Arabindsido 964.73 1222.28 36.589 998.5 443.36 -969.89




Xilésido 938.21
Glucdsido 987.22
Diramndsido 1116.16
Diglucésido 1151
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44.862
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1773.5
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469.49
621.94
638.02

634.95
832.59

111

-860.96
-1009.17
-1284.81

-1429.8

-1421.63
-2124.07

Considerando las tres variables de manera independiente, el rendimiento de extraccion es

particularmente afectado por la proporcidon de co-solvente y la presidon, mientras que la

temperatura no influyd significativamente (Fig. 52).

Sin embargo, los resultados de analisis de superficie de respuesta revelaron un efecto

combinado de la temperatura y el co-solvente (Fig. 53.a), la temperatura y la presién (Fig.

53.c), y de la presion y el co-solvente (Fig. 53.b) en los rendimientos de extraccién.

Finalmente, los rendimientos de extraccién mas altos se observaron con los niveles maximos

de cada variable; 70°C, 350 bar y 15% de co-solvente.
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Figura 52. Prediccion basada en el modelo de Box-Behnken de la influencia de cada variable
en el rendimiento de extraccion (% PS).
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Figura 53. Superficie de respuesta del rendimiento de extraccién (% PS) en funcién de a)
temperatura y co-solvente, b) presidn y co-solvente, y c) presién y temperatura. La escala de

color indica significatividad del analisis de varianza para el modelo de Box-Behnken (n=3,
p<0.05).

7.2.2.4.2.2 Contenidos en fenoles y flavonoides totales

Los resultados de TPC y TFC siguieron las mismas tendencias considerando el efecto
individual de cada variable. El aumento de la proporcién de co-solvente tiene un efecto
positivo en la recuperacidn de los polifenoles del guishe hidrolizado. En contraste, la
temperatura y presidn presentaron mayor eficiencia para la extraccidon de estos compuestos
con los niveles intermediarios Por otra parte, se observd un efecto combinado de la presién

y temperatura con la proporcion de co-solvente, mientras no se observé efecto combinado

de la presidn con la temperatura (Fig. 54 y 55).
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Figura 54. Superficie de respuesta del contenido en fenoles totales (TPC; mg GAE/g PS) en
funcion de a) temperatura y co-solvente, b) presién y co-solvente, y c) presion vy

temperatura. La escala de color indica significatividad del andlisis de varianza para el modelo
de Box-Behnken (n=3, p<0.05).

Las concentraciones de TPC mas altas se predijeron por un rango de presiéon de 200 a 300
bar, una temperatura de 40 a 70°C. En cuanto al co-solvente, su efecto estd impactado por
las dos otras variables, con una mayor recuperacién de TPC para 5% de co-solvente con una
temperatura de 70°C y una presion de 250 bar, para 10 % con 55°C y 250 bar, y para 15%,
40°C y 350 bar (Fig. 54). Asimismo, las mejores condiciones de extraccién para la obtencidn

de flavonoides se predijeron por 15% de co-solvente, 350 bar, 40°C, y 5%, 250 bar, 65°C (Fig.
55).
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Figura 55. Superficie de respuesta del contenido en flavonoides totales (TFC; mg QE/g PS) en
funcion de a) temperatura y co-solvente, b) presién y co-solvente, y c) presion vy

temperatura. La escala de color indica significatividad del andlisis de varianza para el modelo
de Box-Behnken (n=3, p<0.05).

7.2.2.4.2.3 Perfil especifico en flavonoides

Con la reproduccion de las condiciones de corridas de HPLC-UV en un equipo diferente, se
observé un desfase en el perfil de flavonoides comparando los extractos obtenidos con

extraccién convencional y usando estandares analiticos (Tabla 24).

Los espectros de los tres puntos centrales aparecieron similares (Fig. 56). Para esta

condicién de extraccién (55°C, 250 bar, 10% EtOH 70%), los compuestos mayoritarios son los
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flavonoles como la quercetina, kaempferol, y miricetina. Con base en la identificacion de los
compuestos en los espectros, se usaron los datos de intensidad de la seiial de los picos en
los espectros (mUA) como indice de la abundancia relativa para poder evaluar el efecto de

las variables explicativas en su extraccion con fluidos supercriticos.

Tabla 24. Tiempo de retencion (min) de los flavonoides en dos sistemas HPLC-UV diferentes.

Analytical standards Varian Agilent
Flavanone 14.7
Isorhamnetin 16.2
Catechin 23.1 10.1
Cyanidin 30.3 12.5
Delphinidin 34.1 12.6
Hesperidin 37.1
Quercetin 44.2 30.64
Apigenin 46.8
Kaempferol 48.3 35.1
Naringenin 51.5
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Figura 56. Espectros de HPLC-UV (280 nm) de los tres puntos centrales.

El andlisis de superficie de respuesta reveld que un aumento de la proporcion de co-solvente
favorece la obtencién de flavonoles, mientras que los puntos centrales de presion y
temperatura son las condiciones mas adecuadas (Fig. 57.a). Para la obtenciéon derivados
glicosilados, une disminucién de la proporcién de co-solvente tiene un efecto positivo, y un
incremento de la presion favorece su extraccion (Fig. 57.b). En comparacion, para las

antocianinas, un incremento de la temperatura y de la proporcidén de co-solvente tiene un



efecto positivo mientras que una presion de 250 bar favorece su recuperacion por SFE (Fig.
57.c).
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Figura 57. Superficie de respuesta de la abundancia relativa de a) quercetina, b) hesperidina
y ¢) cianidina en funcién de la proporcién de co-solvente y presién (a) o temperatura (b, y c).

La escala de color indica significatividad del andlisis de varianza para el modelo de Box-
Behnken (n=3, p<0.05).

7.2.2.4.3 Actividad antioxidante

La evaluacion del potencial antioxidante de los extractos mostré que la proporcion de co-

solvente no tuvo efecto mientras que la temperatura tiene efecto negativo y la presién un

efecto positivo en la actividad de los extractos (Fig. 58).
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Figura 58. Superficie de respuesta de la capacidad antioxidante (% | DPPH) en funcién de a)
temperatura y co-solvente, b) presién y co-solvente, y c) presidn y temperatura. La escala de

color indica significatividad del analisis de varianza para el modelo de Box-Behnken (n=3,
p<0.05).

7.2.2.4.4 Validacién experimental

Con base en los resultados de optimizacién, se propuso que las condiciones dptimas para la

obtencidon de un extracto enriquecido en antocianinas con potencial bioactivo son 15% de

co-solvente, 60°C y 250 bar.

Es analisis de HPLC-UV mostré un perfil con una mayor proporcién relativa de las
antocianinas (Fig. 59) y los flavonoles se encontraron en abundancias similares en

comparacion a los espectros de los puntos centrales previamente obtenidos (Fig. 56).
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Figura 59. Espectro de HPLC-UV (280 nm) de los extractos obtenidos en la validacién
experimental de la extraccidn por fluidos supercriticos.

Comparando los resultados de extraccién por fluidos supercriticos con la maceracién y la
extraccién asistida por ultrasonido, se observd rendimientos inferiores con SFE. Sin
embargo, el contenido en TPC y TFC, y el potencial antioxidante fue similar en los extractos
purificados obtenidos por SFE que en los extractos obtenidos por maceracién y UAE (Tabla

25).

Tabla 25. Rendimiento de extraccion, contenido en fenoles totales (TPC) y flavonoides
totales (TFC), actividad antioxidante (AA), obtenido por extraccion por fluidos supercriticos
(SFE), extraccidn asistida por ultrasonido (UAE) y extraccién convencional (Conv) a partir de
guishe hidrolizado.

SFE UAE Conv
Rendimiento (% PS) 0.855 +0.047* 35.18 + 2.69* 28.33 + 4.26*
TPC (mg GAE/g PS) 14.13+2.01 15.05+1.65 12.02+3.24
TFC (mg QE/g PS) 6.11+3.12 7.53+1.81 6.14 £1.89
AA (% | DPPH) 39.32+4.94 41.31+2.14 40.12+2.38
Flavonoides (ug/g PS) Hidrolizado No hidrolizado
Antocianinas 44.31 32.03 17.47
Flavonoles 38.99 34.59 38.16
Glicdsidos 712.78 757.49 868.07
Total 796.08 824.11 923.7

Nota:* Indica una diferencia significativa entre tratamientos (ANOVA; n=3, p<0.05).

Debido al desfase en los espectros de HPLC-UV (Tabla 24), a la hora no se pudo aplicar la
regresion linear con las curvas estandares para obtener una cuantificacién precisa de los
flavonoides. Sin embargo, se estimaron las concentraciones relativas de antocianinas,
flavonoles, y flavonoides glicosilados en los extractos obtenidos por extraccidon por fluidos
supercritico (Tabla 25). Con base en esto, se pudo estimar la selectividad de la SFE hacia los
flavonoides de interés. Considerando la fraccion total de los flavonoides cuantificados en el

guishe hidrolizado usando la extraccién asistida por ultrasonido (0.97 mg), y la fraccién de
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los flavonoides estimada en los extractos SFE (0.70 mg), se obtuvo un rendimiento especifico
de 66.4 % (ecuacion 4), un factor de enriquecimiento de 72.2% (ecuacién 5). Asimismo,
tomando en cuenta la cantidad de los flavonoides de interés, la extracciéon por fluidos
supercriticos con las condiciones que favorecen la obtencidon de antocianinas dio una
selectividad (ecuacién 6) de 143% para antocianinas, 117% para flavonoles, y de 95% para
flavonoides glicosilados. Aplicando las ecuaciones (ecuacién 4-6) a las antocianinas, se
obtuvd un rendimiento especifico de 127.3% y un factor de enriquecimiento de 138.4% con
la SFE en comparacion a la UAE. La selectividad de la SFE hacia las antocianas respecto a los

flavonoles fue de 122.7% y respecto a los glicosilados, de 147.0%.

En comparacién, tomando como referencia la cantidad de los flavonoides en el guishe no
hidrolizado, el rendimiento especifico de la SFE se estimd a un 58.5% (ecuacién 4), el factor
de enriquecimiento, a 63.6% (ecuacidon 5) y la selectividad a 294% para antocianinas, 119%
para flavonoles, y a 97% para flavonoides glicosilados. Enfocado en las antocianinas, se
estimd un enriquecimiento de 253.6% con un rendimiento especifico de 233.34% de la SFE a
partir de guishe hidrolizado en comparacién a la UAE a partir de guishe no hidrolizado. Se
espera confirmar la selectividad de la SFE con base en la cuantificacién precisa de las

antocianinas y de las demas subclases de los flavonoides identificados en del guishe.

7.3 Ficha técnica
Con base en la prediccidn in silico de las propiedades ADMET de cada molécula (ANEXO E),

se establecio la siguiente ficha de caracteristicas del extracto (Tabla 26).

Tabla 26. Ficha técnica del extracto para recomendacion

Extracto enriquecido en flavonoides de guishe de A. lechuguilla

Presentacion: polvo o liquido (etanol/agua, 70/30, v/v)

Composicion: 89.5% flavonoides glicosilados (hesperidina (H), CAS: 520-26-3), 5.6%
antocianinas (cianidina (Cy), CAS: 528-58-5; delfinidina (D), CAS: 528-53-0), 4.9%
flavonoles agliconas (quercetina (Q), CAS: 117-39-5; kaempferol (K), CAS: 520-18-3;
isorhamnetina (I), CAS: 480-19-3), flavonas (apigenina (A), CAS: 520-36-5), flavanoles
(catequina (Ca), CAS: 7295-85-4), flavanonas (naringenina (N), CAS: 480-41-1).

Propiedades: inmunomoduladora, antiinflamatoria, antioxidante
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Dosis eficacia: IC50: 6.64 mg TE/g (DPPH)
Solubilidad en agua: Soluble
Biodisponibilidad1l: 0.55 (agliconas), < 0.17 (glicosilados)

Adsorcién gastrointestinal: ~ Alta (agliconas), baja (glicosilados)
Permeacién cutdnea (cm/s): -5.8 (A), -7.82 (Ca), -7.51 (Cy), -7.86 (D), -10.12 (H), -6.9(1),
-6.7 (K), -6.17 (N), -6.17 (Q)

Riesgo Posible presencia de catecol® si se degrada el extracto

Nota: ' Acido fendlico producto de la degradacién de ciertos flavonoides que puede presentar toxicidad.
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8 DISCUSION

8.1 Contenido en flavonoides del guishe de A. lechuguilla

8.1.1 Transcriptoma de novo de A. lechuguilla

La cantidad y calidad del ARN es primordial en el proceso de secuenciacion. A partir del
guishe, el ANR fue extraido en menor concentracion e integridad, en comparacién con la
hoja, lo que se atribuyé al dafio mecanico ocasionado por el proceso de tallado. Adema3s, el
ARN total extraido a partir de guishe presentd una Aygnso < 1.8 reflejando una
contaminacién por polifenoles, que interfieren en el proceso de extracciéon y favorecen la
degradacion del ARN (Han et al., 2016; Liu et al., 2018). Con base en estas observaciones, se
recomendd la extraccién por método libre de fenoles (Valenzuela-Avendaiio et al., 2005)
para la preparacion de las nuevas librerias de RNA-Seq de guishe proveniente de regiones
diferentes, las cuales complementardn la informacién transcriptomica del A. lechuguilla para
estudios futuros y permitiran obtener una nueva versidon del transcriptoma de novo con

mejores estadisticos.

El bajo numero de loci codificantes obtenidos para A. lechuguilla en comparacién con los
transcriptomas reportados para A. tequilana, A. deserti (Gross et al., 2013) y A. salmiana
(Cervantes-Pérez et al., 2018) se pueden explicar por los adaptadores que se encontraron en
medio de las secuencias inducido por el proceso de secuenciacidn. La eliminacién de estos
adaptadores redujo de manera drastica el tamafio de una gran parte de las lecturas lo que
influyd en el proceso de ensamblaje subsecuente. El tamafio reducido de las lecturas originé
un alto numero de contigs pequeiios (N50 = 658), ya que los parametros de ensamble
consideran el porcentaje de cobertura entre las diferentes lecturas (Haas et al., 2013). Este
fenédmeno sigue siendo un reto en los analisis de transcriptomica y gendmica de especies
con genomas largos especialmente con la secuenciacién que generan lecturas cortas (Zhao
etal., 2011; Chu et al., 2013). Otro parametro que influyé en el tamafio de los contigs son los
k-mers que tal como reportan Hoopes et al. (Hoopes et al., 2018), el aumento de la longitud
mejoro los estadisticos del ensamble. Con esto se obtuvo el transcriptoma con mayor N50,
usando la longitud maxima autorizada por Trinity (k = 31 bp). Esto ocurre cominmente en
las plantas de genoma largo como los agaves (~4Gbp) (Rubluo et al., 2003) debido al alto
contenido en secuencias repetidas (Bousios et al., 2007), y genes duplicados (McKain et al.,
2012). Por otro lado, el bajo nimero de loci codificantes y la distribucién del tamafio de los

transcritos influyé en la anotacién con Uniprot, que presenté un scaffold debajo de los
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tamafios de las secuencias disponibles en la base de datos, y resultd en porcentajes de
anotacién especialmente altos en comparacion con lo obtenido por A. tequilana y A. deserti
por ejemplo (Gross et al., 2013). Aunque los genes de sintesis de los flavonoides estdn
conservados en las plantas (Pollastri y Tattini, 2011; Yonekura-Sakakibara et al., 2019), el
alto nivel de variacion genética del A. lechuguilla (rango He 0.33-0.46) (Silva-Montellano y
Eguiarte, 2003), puede también explicar los bajos porcentajes de similitud obtenidos por
algunas las secuencias anotadas. Esto sugiere una especificidad de los agaves en las rutas

metabdlicas de los compuestos.

Trabajos previos han reportado anotaciones de transcriptoma de novo con una distribucién
de tamafio de transcritos similares a lo obtenido para A. lechuguilla. Entre ellos, Kumar et al.
(Kumar et al., 2016) obtuvieron un transcriptoma de 91,288 contigs con un N50 de 358 para
la especie tropical Phyllanthus emblica. Ademas de identificar varios factores de regulacion
del metabolismo de los flavonoides, este estudio describié los mismos genes involucrado en
la sintesis de los flavonoides e isoflavonoides que lo encontrado en la lechuguilla. Otro
trabajo realizado por Xu et al. (2016) en transcriptomica, reporté que de los genes asociados
a la produccion de flavonoides en Cyclocarya Paliaurus lljinska que se maperaron en KEGG
fueron 42 en la biosintesis de los flavonoides, 3, de las antocianinas, 3 de los flavonas y
flavonoles, y 1 de los isoflavonoides. Lo que corrobora el patrén de mapeo que se obtuvo de

los genes de flavonoides sobre expresados en el guishe en esa misma base de datos.

8.1.2 Expresion diferencial

El analisis de expresion diferencial entre las librerias de guishe y hoja completa, generé mas
informacién cualitativa que cuantitativa ya que interfirieron varios sesgos de deteccién. El
primero fue la adicidn de una libreria de guishe en el ensamble lo que incrementd la
abundancia de genes en el guishe en comparacion con la hoja. Por otra parte, el uso de pools
de ARN aumenta significativamente la abundancia de los transcritos en comparacién a
extractos individuales (Rajkumar et al., 2015). Esto se vio reflejado en el importante nimero
de genes sobre regulados en el guishe en comparacion con los pools de hoja que incluyeron

un menor numero de individuos.

Sin embargo, por la relacién con los factores de transcripciéon (TF) que juegan un papel

primordial en la sintesis de bioactivos, se pudieron confirmar las observaciones en cuanto a
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la regulacién de los genes. Se encontraron varios TFs asociados a la biosintesis de los
flavonoides en el transcriptoma de A. lechuguilla, tales como: NAC, MYB, BHLH, MYC y zinc
fingers dependientes. Estos factores favorecen la transcripciéon (G0:0045893) de genes
especificos (GO:0043565; G0O:0000981) actuando en la relajacién del ADN (GO:0006351;
G0:0045893; GO:0051090) y reclutando la RNA polimerasa Il (GO:0006357; GO:0001135). La
expresion de estos factores de regulacién de la biosintesis de los flavonoides esta modulada
por estrés ambiental (Jiang et al., 2013; Xu et al., 2015; Kumar et al., 2016; Xu et al., 2016).
Por otro lado, del enriquecimiento de ontologias de genes, se identificaron procesos de
repuesta a la falta de agua (G0:0009269; G0O:0009819), intensidad de la luz (GO:0009644;
G0:009416), las radiaciones UV-B (G0:0010224), estrés osmoético (G0O:0006970;
G0:0009651) y estrés oxidativo (GO:0006979). Estas ontologias se compartieron entre el
guishe y la hoja de A. lechuguilla y habian sido reportadas previamente en los agaves
mencionados anteriormente (Gross et al., 2013; Abraham et al., 2016; Cervantes-Pérez et
al., 2018). En el guishe, se encontraron ontologias especificas, como la respuesta a dafios
mecanicos (G0:0009611) o la respuesta de defensa contra bacterias (G0:0042742;
G0:0009617) y hongos (G0O:0002229; GO0:0002239; GO0:0009620). Por lo tanto, la
observacion de estas ontologias en los genes altamente expresados en el guishe en
comparacion con la hoja, indica que el proceso de tallado induce la sintesis de flavonoides
de manera significativa. Esto se puede explicar por el dafio mecanico aplicado a las células
vegetales por lo que son mads susceptibles al ataque por microorganismos presentes

(Mithofer y Maffei, 2017).

Adicionalmente, la sintesis de los flavonoides estd regulada por las diferentes hormonas
vegetales ya que varias de las enzimas encontradas son hormona-dependiente para las
reacciones catalizadas. La hormona jasmonato, en condiciones de estrés bidtico
(G0:0009625) induce una cascada de sefializacién que incrementa la produccién de
antocianidinas (G0O:200022) (Zhou et al., 2017). De igual manera el acido abscisico induce la
sintesis de los flavonoides (G0O:0009738) y la glicosilacion (GO:0009737). Por otro lado, la
produccién de flavonoides también puede influir en las fitohormonas como en el caso de la
auxina que es afectada de manera negativa (GO:0009733; G0:0010252) (Besseau et al.,
2007).
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8.1.3 Los flavonoides en el guishe

Con base en los resultados de anotacion funcional del transcriptoma de novo se propone un
modelo del metabolismo de los flavonoides en A. lechuguilla (Fig. 24). Los datos de
identificacion y cuantificacion por HPLC-UV-MS se relacionaron con los datos de
transcriptomica y de expresion diferencial para concluir sobre el contenido en flavonoides

del guishe.

Derivado del metabolismo primario se identificaron las enzimas de los dos origenes
metabdlicos de la biosintesis de los flavonoides. Primero, a partir de la ruta metabdlica de la
fenilpropanoide, la enzima fenilalanina amilasa liasa (PAL) cataliza la reaccion de
desaminacidn de la fenilalanina en cinamato. Posteriormente, la cinamoil 4-hidroxilasa (C4H)
que hidroxila el cinamato en acido p-cumarico antes de que la p-cumaroil CoA ligasa (C4L)
agregara el grupo coenzima A. En el A. lechuguilla se encontrd una ruta alternativa, con la
intervenciéon de la cinamoil-CoA reductasa (CCR) que agrega directamente el grupo
coenzima-A. A partir de ambos sustratos, de manera independiente, las chalcona sintasas
(CHS) producen las tetrahidroxichalconas con la agregacién de tres moléculas de malonil-
CoA. En estos primeros pasos se han caracterizado genes codificantes para enzimas como las
policétido sintasas (PKS) descritas a partir de Aloe arborescence como isoformas de chalcona
sintasa. El papel de las PKS en la sintesis de los flavonoides no esta bien determinado
(Mizuuchi et al., 2009), sin embargo, su presencia manifiesta de la originalidad metabdlica
de plantas de desierto como las Aloe y Agaves. Otras vias de produccidon de chalconas se
encontraron con la enzima bifuncional (F6H) que convierte el p-cumaroil-CoA en
dihidroxicumaroil-CoA como inicio del proceso biosintético de los compuestos cumaricos
(Matsumoto et al., 2012), y la enzima shikimato O-hidroxicinamoiltransferasa (HCT) que usa
el p-cumaroil-CoA como sustrato para transferir el shikimato mediante la acetilacion del

compuesto.

Posteriormente, las chalcona isomerasas (CFl o CHI) catalizan las tetrahidroxichalconas en
chalconas tipo naringeninas ya con la estructura caracteristica de los flavonoides (Fig. 24). La
naringenina es el precursor de todos los demas flavanonas, flavonoles, flavonas, flavonoles,
antocianinas, proantocianinas e isoflavonoides (Yonekura-Sakakibara et al., 2019). Los genes
codificantes para estas enzimas de sintesis de la naringenina (cluster 2) se encontraron sobre

expresados en el guishe. Lo que coincide con la presencia de factores de regulacion de la
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familia de los MYB (cluster 10) que favorecen la expresion de las CHS y CIF (Xu et al., 2015).
Ademas, la baja concentracion de naringenina medida por HPLC-UV confirma la
transformacién de la naringenina en otros tipos de flavonoides validando el hecho de que la
diversificacion de la ruta metabdlica de los flavonoides esta regulada de manera positiva en
el guishe. A partir de este paso ocurre la diversificacion de la ruta metabdlica de las seis
diferentes clases de flavonoides dependiendo principalmente del estado de oxidacién de los
carbonos 2, 3 y 4 del heterociclo C y de las modificaciones secundarias en los anillos Ay B

(Taiz y Zeiger, 2003; Mierziak et al., 2014; Yonekura-Sakakibara et al., 2019).

En la sintesis de antocianinas y de los flavonoles, interviene las flavanonas 3-hidroxilasas
también llamadas naringenina 3-dioxigenasas (F3H) que producen los compuestos tipos
dihidroflavanoles (Liu et al., 2017). Las F3H son especificas a la hidroxilacién de los grupos
funcionales del anillo B y catabolizan la sintesis de kaempferol, quercetina y eridictiol a partir
de la apigenina (Lam et al., 2015). La sobre regulacién del factor de transcripcién MYB12,
interfiere con los genes codificantes para los F3H y FLS estimulando la sintesis de flavonoles
(Kumar et al., 2016). La co-expresion de estos genes en el guishe como parte de los clusters 3
y 10, explica las bajas concentraciones de apigenina cuantificadas por HPLC en comparacién
a kaempferol y quercetina. Ademas, la presencia de compuestos tipos kaempferoles en el
guishe es consistente con la identificacion de los flavonoles en residuo de A. sisalana por

HPLC-DAD (Santos et al., 2015).

La ruta de biosintesis mas conservada en las plantas en cuanto a la naringenina es su
transformacién en dihidrokaempferol por la 3-hidroxilasa (F3H). El dihidrokaempferol se
convierte en kaempferol por medio de las flavonoles sintasas (FLS). El kaempferol tiende a
ser hidroxilado en la posicién 6 antes de ser glicosilado, preferencialmente en la posicién 3,
por la flavonol 3-O-glucosiltransferasa (UGT o 3GT) produciendo el 6-hidroxikaemporefol-3-
O-B-glucdsido. La 3GT puede usar el mismo producto para una segunda glicosilacién
resultando en el 6-hidroxikaempferol-3,6-di-O-B-D-glucésido (Fig. 24). Finalmente, por
intervencion de la flavonol-3-O-glucosida L-ramnosiltransferasa (URT), se produce el
kaempferol-3-O-rutinoside. EI kaempferol y sus derivados glicosilados se encontraron en
abundancia en los extractos etandlicos y metandlicos obtenidos del guishe, lo que esta

directamente relacionado a la sobre regulaciéon de estos genes en el subproducto y el alto
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numero de los genes identificados como parte del cluster 9. Estas observaciones son
consistentes con lo reportado en la planta modelo Arabidopsis taliana (Ali y McNear, 2014).

Otra ruta de biosintesis es la transformacién del kaempferol en quercetina por hidroxilacion
en la posicidon 3’ involucrando a las enzimas flavonoides 3’-hidroxilasas (F3’H). En otras
plantas se ha reportado la misma actividad por parte de las flavonoides 3’,5’-hidrolasas
(Yonekura-Sakakibara et al., 2019) lo que corresponde al citocromo P450 (CYP75B4 y
CYP75B3) encontrado en A. lechuguilla. De hecho, la homologia de secuencia con el gene
CYP75B4 descrito en el arroz (Oryza sativa) indica que esta enzima probablemente solo
presenta actividad 3’-hidroxilasa y no tiene actividad 5’-hidroxilasa (Lam et al., 2015). El
mismo estudio de Lam et al. (2015) también demostré la acumulacién de quercetina e
isorhamnetina en los mutantes que presentaron un sobre expresion de la isoforma del gen
de la enzima OMT. Esto corresponde a los resultados obtenidos de sobre regulacion de los
cluster 3y 7 en el guishe y la alta concentracién de isorhamnetina cuantificada por HPLC-UV.
De hecho, las enzimas flavonoides O-metiltransferasas reconocen como sustratos a las
flavonas, dihidroflavonas y flavonoles que tienen por lo menos dos grupos hidroxilos en el
ciclo B. Es en estos grupos hidroxilos que se lleva a cabo la metilacidon de los compuestos. En
el modelo metabdlico establecido para el guishe, la isorhamnetina se esta sintetizando a
partir de la quercetina por agregacién de un grupo metilo en posicion 3’ (Fig. 24). La
isorhamnetina es conocida por su diversidad de derivados glicosidicos con propiedades
terapéuticas (Antunes-Ricardo et al., 2015). El proceso de glicosilacion de la isorhamnetina
es el mismo que se ha descrito para el kaempferol. La presencia de los derivados glicosilados
se corroboro con la identificacién por analisis de MS/MS mostrando una acumulacion de
estos compuestos en el guishe. Estos compuestos ya se habian reportado en agaves (Santos-
Zea et al., 2012; Ahumada-Santos et al., 2013; Almaraz-Abarca et al., 2013b) y estdn en
abundancia en otras suculentas como Opuntia ficus indica (Antunes-Ricardo et al., 2015,

2017).

Siguiendo con las antocianinas, las dihidroflavonoles reductasas (DFR) producen las
leucoantocianidinas, precursores de las antocianinas y proantocianidinas. La sintesis de
antocianinas representada en las figura 24, ocurre en el citosol (Fig. 60) con las
antocianidinas sintasas (ANS), incluyendo la leucoantocianidina oxidasa (LDOX), llevan a
cabo la sintesis de antocianinas tales como la cianidina y delfinidina (Ma et al., 2015; Liu et

al., 2017; Zhou et al., 2017, Shen et al, 2020). Las DFR como productoras de
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leucoantocianidinas (cluster 3) presentan una sobre expresion en el guishe ya que sus
procesos de transcripcion se encuentran regulados por el MYB12 (Ali y McNear, 2014). De
igual manera, los TFs R2R3-MYB y BHLH regulan de manera positiva la sintesis de las
antocianinas (Xu et al., 2015; Kumar et al., 2016; Arlotta et al., 2020; Zhu et al., 2020). Por
otra parte, la ausencia de los factores de transcripcion PAP confirma que no hay regulacién
negativa de la sintesis de las antocianinas en el guishe (liang et al., 2013). Asimismo, el
enriquecimiento de ontologias de genes de los transcritos sobre regulados en el guishe
permitid identificar el proceso de sintesis de cianidinas (Fig. 23). Ademas, las enzimas
involucradas en la sintesis de los derivados glicosilados, las glicosiltransferasas (3GT, ANGT,
2GT y URT), se encuentran sobre reguladas en el guishe como parte del cluster 9. Lo que se
relaciona directamente con la presencia de las cianidinas y delfinidinas glicosiladas en el
extracto etandlicos con una abundancia relativa alta en comparacion a las formas agliconas
encontradas en menor concentracién por HPLC cuantitativa. La intervencidn de la HCT en el
proceso de acetilacién de las antocianinas glicosiladas favorece la acumulacién de los dichos
compuestos en la vacuola. Por lo tanto, la gentiodelfinidina se caracterizd en los espectros
de masas ademas de que su sintesis se habia predicho por el mapeo en KEGG (Fig. 24). En
contra parte, se ha mostrado que la sobre expresién de los genes de sintesis de esta enzima
estd asociada a una limitacién de la produccidn de lignina y una represién del transporte de

la fitohormona auxina (Besseau et al., 2007; Zhou et al., 2019).

Por otro lado, las antocianinas reductasas (ANR) convierten la cianidina y delfinidina en
flavanoles como la catequina (Li et al., 2015; Liang et al., 2019; Wang et al., 2020a). Sin
embargo, los genes codificantes para las ANR se encuentran sub-regulados en el guishe y los
genes de las antocianinas sintasas sobre regulados, lo que se relacioné con la baja
concentracion de catequina y una concentracidon mas alta de la cianidina y delfinidina en los
extractos etandlicos. Adicionalmente, el analisis por MS/MS resulté en la deteccion de varias

antocianinas glicosiladas con una abundancia relativamente alta.

Aunque que no se identificaron enzimas de los primeros pasos de la sintesis de
isoflavonoides a partir de flavonoles y flavanonas, la sobre expresion, en el guishe, de genes
de enzimas que llevando a cabo la deshidratacion de las hidroxisoflavanonas para sintetizar
daidzein y genistein (HID) indican la existencia de este proceso biosintético en el A.

lechuguilla. Asimismo, la identificacion de enzimas de 7-O- y C-glicosilacion de las isoflavonas
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evidencian la presencia de los derivados glicosilados (Wang et al., 2017b; Nakayama et al.,
2019), mientras la isoflavonoide 7-O-B-apiosil-glucésido B-glucosidasa tiende a quitar las
fracciones di-glucosidica de las isoflavonas di-glicosiladas (Chuankhayan et al., 2005). Otra
enzima que interviene en esa rama de los flavonoides, la vestiona reductasa, que sugiere la
presencia de isoflavonas metiladas (Guo et al., 1994). No se han encontrado isoflavonoides
por HPLC-MS ya que se necesita procesos de purificacidon drasticos y una columna RP-C18

para permitir una buena deteccién de estos compuestos (Gampe et al., 2016).

La mayoria de los compuestos previamente descritos se van acumulando en la vacuola por
medio de vesiculas secretadas por el aparato de Golgi (G0:1903415; G0O:0016192) (Fig.60).
Este proceso se encuentra regulado, tal como se describe para A. taliana (Ichino et al., 2014,
Ali y McNear, 2014). Por otra parte, la presencia de la enzima flavonoide sulfotransferasa
(SOT) sugiere que los flavonoides presentes en el citosol se encuentran en forma sulfatada.
Las sulfato transferasas identificadas en el A. lechuguilla presentan actividad de sulfatacién
preferencialmente en posicion 3 de los flavonoides agliconas o 7-O-glicosilados. Los
flavonoides 3-sulfatados y 3-O-glicosilados pueden ser catalizados para transferencia de un
grupo sulfato en posicion 3’ y 4’ (Gidda y Varin, 2006). Esta enzima puede usar como
sustrato kaempferol 3-sulfato, isorhamnetina kaempferol, quercetina y apigenina en orden
de preferencia (Gidda y Varin, 2006). El amplio espectro de sustratos de estas enzimas
sugiere la presencia de formas sulfatadas tanto de los flavonoides agliconas que glicosiladas,
los cuales presentan interés en cuanto a aplicaciones en medicina (Teles et al., 2018). Estos
compuestos no se caracterizaron por HPLC-MS debido a que los métodos de deteccidon no
eran adecuados segun el trabajo recién publicado de Kleinenkuhnen et al. (2019) quienes

adaptaron el método de HPLC-MS de manera especifica a los flavonoides sulfatados.

La correlacién entre transcritos, abundancia proteica y concentracion en metabolitos se
observé anteriormente en A. americana para los genes involucrados en el metabolismo CAM
(Abraham et al., 2016). Enfocado en los flavonoides, estudios realizados en otras plantas
corroboraron la relacion entre nimero de genes codificante para enzimas de biosintesis y la
observacion de los compuestos por HPLC-MS (Jiang et al., 2013; Liu et al., 2017). Estos
antecedentes, soportan lo encontrado en el A. lechuguilla en cuanto a la relacién entre los
perfiles de expresidn de los diferentes clusters de genes y la identificacion y cuantificacién de

los flavonoides.
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Por ende, se pueden enlistar los siguientes flavonoides agliconas: kaempferol, quercetina,
miricetina, cianidina y delfinidina. Los flavonoles metilados como la quercetina 8-O-
metiltransferasa y la isorhamnetina. Los de derivados de flavonoles O-B-D-glicésidos, 3-O-
glicésidos, 7-O-glicdsidos y derivados rutindsidos. Las antocianinas 3-O-mono-, di- y tri-
glicésidos, isoflavonas 3-O-glicésidos, 7-O-glicésidos y C-glicdsidos, todos con una mayor
presencia, en orden, de glucosa, galactosa, ramnosa y xilosa. La antocianina acetilada,
gentiodelfinidina, y por terminar las formas sulfatadas. Todos estos flavonoides estan
presentes en abundancia en el guishe de tal manera que se sugiere el potencial de

valorizacién del guishe por su contenido en flavonoides.
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Figura 60. Metabolismo celular de la sintesis y acumulacién de los flavonoides en el guishe
de A. lechuguilla.

8.2 Propiedades bioldgicas

La diversidad estructural de los flavonoides encontrados en el guishe sugiere una amplia
gama de actividades bioldgicas. Algunas de las propiedades bioldgicas de los flavonoides de
Agaves se han reportado en estudios anteriores (Tabla 1), y la capacidad bioactiva de los
flavonoides, sin importar su fuente, se ha establecido de manera siempre mas precisa (Wang

etal., 2018).
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Las propiedades de preservacion de la integridad celular de los flavonoides del guishe, en
particular las formas agliconas, estd sugerido por la prediccién de interaccién con proteinas
blanco tales como la transcriptasa inversa de la telomerasa (Haendeler et al., 2004), los
transportes electroquimicos, los factores de crecimiento, los factores de transcripcion, las
ADN topoisomerasas, y la interaccién con enzimas erasers involucradas en procesos de
epigenética. También se predijo la interaccion de los flavonoides agliconas con proteinas del
metabolismo lipidico como la frutosa-2,6-bifosfatasa, los citocromos p450, la escualeno
monoxigenasa, la colesterol acetiltransferasa, las aldo-keto reductasas, las fosfolipasas y

fosfoestaras.

De igual manera, todas las formas agliconas, las antocianinas glicosiladas, y algunos
flavonoles glicosilados mostraron potencial de interaccidon con 13 liasas, todas carbdnico
anhidrasas, las cuales estan involucradas en la homeostasis del plasma, regulacion del pH 'y
sistema secretoria. También se identificaron por estar involucradas en enfermedades como
retinitis pigmentosas (Yang et al., 2005; Alvarez et al., 2007), la hipercloridrosis (Feldshtein
et al., 2010), osteoporosis (Shah et al., 2004), y el cancer del utero (Hilvo et al., 2008). Con
base en la capacidad de los flavonoides en pasar las barreras del epitelio gastrointestinal o la
barrera sangre-sistema nervioso, y entonces llegar a los diferentes drganos, pueden
interactuar con la diferente carbdnica anhidrasa que se expresan de manera especifica
segun los érganos. Otras enzimas quinasas resultaron blanco de los flavonoides del guishe,
de las cuales se destacan 12 proteinas involucradas en la homeostasis de la insulina, y
relacionadas con la resistencia a la insulina y la diabetes de las cuales dos receptores a la
insulina, las serina/treonina-proteina quinasas, las tirosina-proteina quinasas, y la glicégeno
sintasa (Pucelik et al., 2021). De los flavonoides identificados, solo las formas agliconas y los
flavonoides que presentan un grupo galato presentaron probabilidad de interaccién con
estas enzimas. Asimismo, Ackeifi et al. (2020) reportan el acoplamiento de epicatequina-
galato con quinasas y lo proponen como medicina para regeneracion de las células B en caso

de diabetes de tipo I.

Como parte del metabolismo lipidico, se identificaron las lipogénasas que estan involucradas
en el sistema cardiovascular, y su disfuncionamiento pueden generar enfermedad coronaria
(Assimes et al., 2008). Se observéd que flavonoles identificados en el guishe tienen mayor

probabilidad de interaccion con estas enzimas, mientras que las flavanonas presentaron baja
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probabilidad de acoplamiento, y ningun derivado glicosilado presentd potencial interaccion.
En contraste, para los factores de tejido (TF por su sigla en inglés), el factor de coagulacion;
lo cual es clave para desencadenar la reacciéon de coagulacién (Bogdanov et al., 2003); y el
TNF- a; involucrado en la regulacidn del epitelio vascular entre otros mecanismos (Rizza et
al., 2011), solo la naringenina y la epicatequina-galato (flavanonas) presentaron potencial de
interaccidon. Esto concuerda con las propiedades vasoprotectoras de las flavanonas
desglicosiladas y de la epigalocatequina-galato reportado en relacién con su interaccién con
el TNF-a (Rizza et al., 2011). Por otro lado, los flavonoides glicosidicos presentaron alta
probabilidad de acoplamiento con la trombina involucrada en la homeostasis de la sangre
(Negrier et al., 2019), y como mediador de la respuesta inmune por activacion de la

interleucina-1a (Burzynski et al., 2019).

Las citoquinasas TNF (tumor necrosis factor por su sigla en inglés) son considerados como los
mediadores mds importantes del proceso de apoptosis e inflamacidn, y estan involucrados
en la induccion de procesos patogénicos de varias enfermedades como la diabetes, el
cancer, la osteoporosis, la esclerosis multiple, la sepsis, la artritis reumatoide (Gutiérrez
Nava et al., 2017; Wajant y Siegmund, 2019). Estos mecanismos celulares involucrados en
estas enfermedades se activan por interaccidn de los TNFs con receptores membranales, en
particular el receptor 1 (TNF-R1), lo que desencadena las cascadas de sefializacién (Wajant,
2002; Wajant y Siegmund, 2019). Por lo tanto, ademas de la prediccién de acoplamiento de
algunos flavonoides con los TNF, se evalud el potencial de los flavonoides del guishe como
ligand del TNF-R1. La modelizacion in silico de acoplamiento reveld un alto potencial de
interaccidn polares, no-polares y de formacidn de puentes de hidrégeno con este receptor,
sugiriendo su potencial inmunomodulador y anticancer (Figura 27-29). Los grupos hidroxilos,
tanto de las formas agliconas que de los residuos glicosidicos fueron claves para la formacién
de puentes de hidrogeno con el TNF-R1. Asimismo, la presencia de grupos metilos y la
posicién de los dobles enlaces de los ciclos aromaticos influyeron en la dindmica molecular
de los flavonoides impactando el perfil de acoplamiento. Eso explica la diferencia de
interaccion segun la subclase de flavonoide (Wang et al., 2018). Ademas, la presencia de
residuos glicdsidos en la estructura del compuesto modula su superficie electrénica lo que
resulté en interacciones polares en sitios distintos a las formas agliconas. Por eso mismo, se
observaron puentes de hidréogeno con amino acidos distintos entre los agliconas y los

glicosilados. Los resultados de acoplamiento con este receptor sugiere el potencial
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terapéutico, lo cual podria ser potencializado por la sinergia de la mezcla de flavonoides
identificados en los extractos de guishe. El efecto sinérgico de los extractos hoja completa de
la lechuguilla se habia sugerido previamente con el estudio de interaccion de tres
flavonoides con el TNF-R1 y otras proteinas involucradas en el desarrollo de cancer
(Anguiano-Sevilla et al., 2018). Por otro lado, el andlisis de busqueda de potencial
interaccion entre los flavonoides del guishe y proteinas blanco revelé que los flavonoles y
antocianinas del guishe tienen efecto inhibidor en la enzima glioxalasa I, la cual estd
involucrada en procesos de apoptosis en el desarrollo de células cancerigenas. Asimismo,
una serina/treonina-proteina quinasa distinta, la Aurora B, se identific6 como blanco de
todos los flavonoides, tanto agliconas como mono-, di- y tri-glicosilados, cuya enzima esta
involucrada en procesos de desarrollo de diversos cancer cuando su expresion se encuentra

desregulada (Portella et al., 2011).

Del sistema inmune, se identificaron las interleucinas-2 y 8 como blanco de los flavonoides
del guishe. Los flavonoles y antocianinas agliconas y los derivados glicosilados tienen mayor
potencial de interaccién con la interleucina-2, mientras las flavonas, flavonas, y flavonol
tienen mayor probabilidad de interactuar con el receptor A de la interleucina-8. Por otro
lado, nueve metaloproteinasas presentaron probabilidad de interaccion, principalmente con
las formas agliconas. Estas proteinas estan involucradas en diversos procesos de los cuales
se reportan la reparacién de tejidos, la respuesta neuro inflamatoria, la vasoconstriccion, la
ruptura de placas de ateroesclerosis, mientras su disfuncién esta relacionada con varias
enfermedades del sistema nervioso y circulatorio (Takino et al.,, 2003). Otras enzimas
reconocidas por estar involucradas en la respuesta inflamatoria son las fosfolipasas, en
particular las fosfolipasas A2 secretorias, identificadas en varias rutas metabdlicas desde la
sintesis de fosfolipidos hasta la inflamacién aguda asociada a enfermedades inmuno-
metabdlicas y al sindrome de dificultad respiratoria aguda (Schilke et al., 2020; Kuypers et
al., 2021). Varios candidatos bioactivos que tienen como blanco especifico estas PLA2 se han
probado en fase clinica, sin embargo, ninguno ha llegado al mercado todavia (Batsika et al.,
2021). De los flavonoides del guishe, se predijo la interaccién de los flavonoles con la
fosfolipasa A2 de grupo 1B, mientras que las flavanonas y flavanoles tienen mayor
probabilidad de interaccion con las fosfolipasas A2 del grupo lIA, V, y X (Fig. 26). Por la
prediccién de acoplamiento realizado con una fosfolipasa A2 de secrecidn, se observd que

todos los flavonoides de guishe presentaron varios sitios de acoplamiento con la proteina. Al
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igual que para el TNF-R1, se evidencio la influencia de las caracteristicas fisico quimicas de
las diversas subclases de flavonoides en las interacciones polares y por puentes de
hidrogeno (Fig. 30-31). Asimismo, Santos-Zea et al. (Santos-Zea et al., 2012) relacionaron la
actividad inmunomoduladora e antiinflamatoria de los flavonoides de agaves con la
presencia de grupos metilos e hidroxilos. Ademads, se observé que el nUmero, mas que la
naturaleza, de los residuos glicosidicos ligado al flavonoide modula su potencial de
interaccidn y en particular la formacion de puentes de hidrégeno. El impacto del nUmero y
posicién de los residuos glicosidicos en la actividad antiinflamatoria in vivo se describid
previamente para la isorhamnetina (Antunes-Ricardo et al., 2015). Por otro lado, la
presencia de grupos acétilos y galatos favorecio las interacciones con proteinas de respuesta
a patogenos. De igual manera, Khalifa et al. (Khalifa et al., 2020) atribuyeron el potencial

antiviral a los grupos acétilos de la gentiodelfinidina.

Con base en lo anterior, se confirma el potencial inmunomodulador y antiinflamatorio de los
flavonoides de guishe, resaltando que pueden actuar por diferentes vias en los procesos
fisioldgicos. Esto es consistente con el hecho que un flavonoide puede tener una diversidad
de gran actividades bioldgicas (Wang et al., 2018; Tang et al., 2020). Por otro lado, se
reafirma el potencial efecto sinergético de la mezcla de flavonoides identificados en los
extractos, al igual que lo previamente reportado de extractos de agaves (Rizwan et al., 2012;
Santos-Zea et al., 2012; Ahumada-Santos et al., 2013; Karamova et al., 2016; Anguiano-
Sevilla et al., 2018).

Como indicador de la bioactividad de los extractos del guishe, los resultados de actividad
antioxidante in vitro, y en particular el estudio cinético de la capacidad antioxidante sugiere
una actividad continua de los flavonoides identificados en los extractos etandlicos. La AA
mas alta obtenida a partir de extractos de guishe es de 60% | DPPH, mientras que, en otro
estudio de la lechuguilla, se reporté una AA de 90% | con prueba ORAC (Carmona et al.,
2017). Esto refleja la necesidad de evaluar las propiedades antioxidantes del extracto
enriquecido en flavonoides por medio de una diversidad de pruebas debido al amplio rango
de mecanismos de accién tales como la quelaciéon de ROS metalicos (Kejik et al., 2021), y sus
interacciones con enzimas oxidativas o de detoxificacion celular (Khan et al., 2021), por
ejemplo. Por otro lado, otros compuestos potencialmente co-extraidos como las saponinas y

los azucares libres son conocidos por tener potencial antioxidante por lo que pueden
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interferir con la prueba de DPPH (Ahumada-Santos et al., 2013; Puente-Garza et al., 2017b).
Sin embargo, es una herramienta valiosa como indicadora del potencial bioactivo de los
extractos, por lo tanto, se considera una prueba rapida y cualitativa para evaluar la
preservacion de la integridad de los flavonoides a lo largo del procesamiento,
pretratamiento y procesos de extraccidn para establecer las condiciones adecuadas para la
obtencién de los flavonoides bioactivos a partir del guishe para poder proponerlos como

productos naturales de alta calidad.

8.3 Obtencion de flavonoides del guishe

8.3.1 Aprovechamiento a nivel regional y manejo agronémico

La caracterizacion fisico quimica de los flavonoides en el Agave lechuguilla y el guishe
sugiere su potencial de uso como materia prima renovable para la obtencién de productos
derivados de alto valor agregado para el desarrollo de biorrefineria, asi como soportar el

desarrollo de cultivos comerciales para su aprovechamiento.

Las condiciones ambientales silvestres y el manejo agrondmico, han sido estudiados
previamente por su influencia en la obtencion de biomasa (Nobel, 1991; Burciaga et al.,
2011), regeneracion del cogollo (Narcia Velasco et al., 2012) y su efecto en la calidad de la
fibra (Castillo Quiroz et al., 2013). Por ejemplo, con base en estos trabajos, se identificaron
1,359,000 ha para el establecimiento de plantaciones de lechuguilla en el estado de Coahuila
(Castillo-Quiroz et al., 2014). Sin embargo, no se ha considerado el efecto de las condiciones

ambientales o del manejo agrondmico en el contenido en fitoquimicos del guishe.

En este sentido, considerando los estados mas productivos de ixtle; San Luis Potosi (107,191
ton/afio) y Coahuila (44,879 ton/afio) (SAGARPA, 2009); se realizé un estudio comparativo
del perfil en flavonoides en los extractos etandlicos y se relaciond con las caracteristicas
geoclimaticas especificas de cada region (Tabla 16). Esto, con la perspectiva de que los
perfiles de acumulacidn de los flavonoides segun los factores ambientales divergentes entre

las regiones brinden informacién valiosa para su consideracion agrondmica.

El patrén de acumulacién de fenoles totales resultd diferente entre Matehuala y las dos
localidades de Coahuila (Fig. 33) lo que pudo ser inducido por la diferencia de sustrato entre

las regiones y la cobertura nebulosa que difiere entre los dos estados (Tabla 16). En
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contraste, el contenido en flavonoides totales se mantuvo en rangos similares entre las
regiones por lo que se confirma el potencial de aprovechamiento del guishe proveniente de
las tres regiones (Fig. 33). Asimismo, en A. attenuata, se reportaron TPC y TFC similares
entre dos sitios de recolecta (Rahmani y Toumi Benali, 2016). Es interesante resaltar que la
concentracion en TPC y TFC encontrado en el subproducto de la lechuguilla es superior a lo
encontrado en otras agaves. Por ejemplo, a partir de hojas de A. attenuata, se reportd un
TPC de 1.05-3.93 mg GAE/g PF y un TFC de 0.43 a 3.05 mg CE/g PF (Rizwan et al., 2012), y en
A. ornithobrama y A. americana se encontraron TPC de 2.37-18.72 mg GAE/g PF, y un TFC de
0.11 a 3.76 mg CE/g PF segln el solvente usado (Rahmani y Toumi Benali, 2016).

Los agaves son conocidos por ser tolerantes a condiciones de sequia lo cual engloba un
conjunto de factores incluyendo la temperatura, la disponibilidad en agua y la exposicién a
las radiaciones UV (Cervantes-Pérez et al., 2018). Como se ha discutido anteriormente en la
descripcién del metabolismo especifico de los flavonoides, estos compuestos estdn
involucrados en el mecanismo de resistencia y adaptacion a tales condiciones (Zahedi et al.,
2019; Mandujano et al., 2020). Por lo tanto, aun que el TFC no difirié con el origen de la
muestra, el perfil especifico en flavonoides se vié afectado (Tabla 20). Las condiciones
ambientales influyeron particularmente en la acumulacién de flavanona, flavonoides
metilados, (isorhamnetina) y antocianinas (cianidina y hesperidina) lo que se confirmd con
una diferencia en la abundancia relativa de sus derivados glicosilados observado en los
perfiles de masas (Tabla 21). Resultados similares se reportaron en un estudio poblacional
de A. victoriae-reginae, en el cual los derivados glicosilados variaron entre 12 y 20 segun el
origen geografico (Almaraz-Abarca et al., 2013a). Por ejemplo, los dihidroflavonoides y
flavonoles descritos en el A. lechuguilla, los cuales difieren de los compuestos descritos en
otros agaves, se consideran como compuestos involucrados en la adaptacién a la baja
disponibilidad en agua (Almaraz-Abarca et al., 2013a; Puente-Garza et al., 2017a; Zahedi et
al., 2019). Por otro lado, el estrés por radiaciones UV afecto de manera significativa la
abundancia de catequina que presentd menor concentracion en la muestra de Matehuala,
region con mayor exposicion a radiaciones (Tabla 16). Esta observacidn es consistente con el
hecho de que las radiaciones UV -A y -B aumentan la actividad de la enzima PAL del inicio de
la biosintesis de los flavonoides, provocando una disminuciéon de la abundancia del precursor
de la catequina con una redireccién de la biosintesis hacia la produccion de flavonoles,

antocianinas y taninos condensados (Ramakrishna y Ravishankar, 2011). Por lo mismo, la
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ausencia de antocianinas en la muestra de Matehuala sugiere la sintesis de polimeros asi
como se observa en los espectros de masas (Tabla 19). Por otra parte, la mayor abundancia
de antocianinas en Cosme y Tuxtepec se puede relacionar con la menor disponibilidad en
agua en estas regiones en comparacion a Matehuala (Tabla 18). En efecto, se sabe que la
sintesis de antocianinas es activada por la limitacién en agua disponible (Ramakrishna y
Ravishankar, 2011; Zahedi et al., 2019). Ademas, la mayor concentracidén en antocianinas en
Tuxtepec en comparacion a Cosme (Tabla 18) se puede relacionar con la exposicién

diferencial a radiaciones UV entre estas dos localidades.

Relacionando estos datos con el establecimiento de plantaciones de lechuguilla, se ha
mostrado que un riego inicial favorece el establecimiento del cultivo (Campos et al., 2020).
Sin embargo, un riego regular puede inducir cambios metabdlicos hasta perder la resistencia
a sequia, el cual se ha atribuido al cambio en el metabolismo especifico como el de los
flavonoides (Maeda, 2019; Zahedi et al., 2019). Ademas, esta resistencia esta estrechamente
relacionada con el tipo de metabolismo CAM. Sin embargo, se ha mostrado un cambio
drastico a metabolismo C3 cuando el A. lechuguilla estd sometido a un riego diario (Nobel,
2003; Burciaga et al., 2011). El cambio del metabolismo fotosintético puede inducir una
diferencia en el contenido en azlcares los cuales se unen a los flavonoides como parte de su
via de biosintesis, tal como se describié anteriormente, por lo que una modificaciéon del
perfil en flavonoides glicosilados se puede esperar por modulacién de la ocurrencia de
arabinosa, galactosa, ramnosa y xilosa (Nobel et al., 1989; Aragdn-Gastélum et al., 2020).
Esto se vid reflejado en la cantidad de derivados glicosilados mas alto en las muestras la
region mas seca (Coahuila), en comparacién a la region mds himeda (San Luis Potosi). En
particular, no se encontré la quercetina-3-O-xilosa en la muestra de Matehuala (Table 19).
En este sentido, un incremento de la intensidad del estrés hidrico en cultivos in vitro de A.
salmiana permitié demostrar el incrementd en el contenido en flavonoides y el potencial

antioxidante de los extractos derivados (Puente-Garza et al., 2017b).

Asimismo, si se ha mostrado que el uso de fertilizante con nitréogeno y fésforo favorece la
produccién de biomasa (Nobel et al., 1989; Castillo-Quiroz et al., 2012), también pueden
alterar el perfil en flavonoides, en particular de naringenina, quercetina y kaempferol,
conocidos por estar involucrados en el proceso de simbiosis con bacterias fijadoras de

nitrogeno (Mierziak et al., 2014; Lopez-Lozano et al., 2020). Esto se confirma por su
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concentracion similar en las tres regiones (Tabla 18) probablemente en respuesta la falta de
nitrégeno del suelo de las tres regiones (Sheldon, 1980; Scheinvar, 2018). Por otro lado,
estos compuestos también estan involucrados en la resistencia contra microorganismos
patégenos (Pistelli y Giorgi, 2012; Mierziak et al., 2014; Mithofer y Maffei, 2017), lo que es
de interés para los cultivos susceptibles a plagas por hongos o gusanos (Castillo-Quiroz et al.,

2012).

Por otra parte, algunos flavonoides descritos en el A. lechuguilla y en el guishe estan
involucrados en la competencia interespecifica como mecanismo de supervivencia en un
ecosistema hiperdiversificado (Mandujano et al., 2020). Entre ellos, la catequina y los
derivados O-glicosilados, los cuales fueron encontrados en abundancias diferentes segun el
sitio de muestreo (Tabla 18 y 19), los cuales inhiben la germinacion de otras especies cuando
se encuentran concentrados en el suelo (Kong et al., 2007; Buer et al., 2010). Su abundancia
diferencial entre Coahuila y San Luis Potosi es coherente con la diferencia de especies
asociadas a la lechuguilla entre las dos regiones (Anexo D) y explica la mayor densidad de A.
lechuguilla en Coahuila en comparacion a Matehuala (Reyes-Agliero et al., 2000; Nobel,
2003). Asimismo, la presencia de estos compuestos con propiedades alelopaticas en el

guishe sustenta el impacto negativo de su desecho en el ambiente de estos ejidos.

A pesar de la variabilidad en el perfil de flavonoides inducida por factores bidticos y abidticos
la acumulacién global de TPC, TFC y los espectros de masa, confirman el potencial del guishe
de A. lechuguilla proveniente de las tres regiones para su valorizaciéon en lugar de ser
desechado. Ademas, la cantidad de polifenoles caracterizado en el guishe es coherente con
el 10.4% de fitoquimicos considerado el esquema de biorrefineria propuesto por Diaz-
Jiménez et al. (2019). Por lo tanto, para un desarrollo integrado de los cultivos comerciales
dirigido a un aprovechamiento tipo biorrefineria el balance entre productividad y

acumulacién de metabolitos especializados se tiene que considerar (Fig. 61).
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Figura 61. Factores que influyen en el contenido en flavonoides del Agave lechuguilla
silvestre y cultivada.

8.3.2 Procesamiento de la muestra

La valorizacion de los agro-residuos a través de la obtencidn de fitoquimicos activos requiere
un manejo y pretratamiento adecuado de la biomasa (Bilal y Igbal, 2019; Mehmood et al.,
2021). En este contexto, estudios previos han evaluado el efecto del procesamiento de la
biomasa de agaves para la obtencidon de compuestos de alto valor agregado (Palomo-Briones
et al., 2018) y se ha conceptualizado la biorrefineria del A. lechuguilla (Diaz-liménez et al.,
2019). Sin embargo, el manejo del guishe de la lechuguilla no se ha enfocado en los
flavonoides, a pesar del alto potencial de estos compuestos para desarrollo de productos
comerciales. Por lo tanto, en este estudio se evaluaron el efecto de los métodos de secado,
tratamientos enzimaticos y procesos de extraccion centrandose en la obtencion de los

flavonoides bioactivos previamente identificados.

8.3.2.1 Meétodo de secado

El secado de la biomasa es una etapa crucial en el uso de materia vegetal susceptibles a
ataque microbiano, y procesos enzimaticos y quimicos intrinsecos, los cuales tienden a
alterar los compuestos fendlicos (Rodriguez et al., 2016; Papoutsis et al., 2017). Estudios

previos del efecto de las condiciones de almacenamiento y pretratamiento en el contenido
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en compuestos fendlicos y flavonoides han mostrado que la congelacién vy liofilizacién,
permiten una mayor conservacién de los compuestos y sus actividades, en comparacion con
cualquier otro protocolo (Marston y Hostettman, 2006; Quispe-Fuentes et al., 2018). Sin
embargo, considerando la implementacién de la tecnologia a gran escala, para tratar hasta
150,000 toneladas anualmente, la liofilizacién presenta la desventaja de tener alto costo de
operacion. Los resultados de rendimientos de extraccidon obtenidos con el secado al horno
fueron comparables a los obtenidos con el guishe liofilizado (Fig. 35). Considerando el
tiempo, la deshidratacién en horno a conveccién presenta la ventaja de disminuir el tiempo
de secado por dos en comparacion a la liofilizaciéon. Finalmente, la temperatura regulada a
40°C y la condicién de oscuridad que permite el uso de tal equipo comparando a un secado
al sol permite la preservacién adecuada de los flavonoides en el guishe. De hecho, la
temperatura y la exposicion a la luz son los pardmetros que pueden alterar la estructura de
los flavonoides, principalmente por oxidacién, y entonces su potencial bioactivo (Sisa et al.,
2010; Nemzer et al., 2018; Cheah et al., 2020). En comparacién, estudios previos usando una
temperatura de 85°C mostraron efecto en el contenido en flavonoides de los extractos de A.
tequilana (Santana-liménez et al., 2020). Por lo tanto, la temperatura de 40°C aplicada al
guishe se considera como adecuada ya que no se observé diferencia en el TFC (Fig. 36). Esto
coincide con lo previamente reportada para A. fourcoydes secado al horno a 60°C, lo cual no
tuvo impacto significativo en el TPC y TFC de los extractos etandlicos. En contraste, la
diferencia de exposicion a la luz entre los tratamientos impacté el contenido en fenoles
totales en los extractos de guishe. La sensibilidad de los flavonoides a las condiciones de
secado se observd de manera mas significativa considerando el perfil especifico en
flavonoides (Fig. 38). Las antocianinas disminuyeron drasticamente en los tratamientos con
luz. Efectos similares se observaron en la concentracion de flavonoles glicosilados vy
flavanonas, que tuvieron valores menores para el secado al sol. El comportamiento de los
flavonoides del guishe segun el método de secado es coherente con lo reportado para otras
biomasas vegetales (Quispe-Fuentes et al., 2018; Zhang et al., 2018). Asimismo, se ha
mostrado heterogeneidad en la calidad de los productos derivados de plantas medicinales
secadas al sol (Arslan et al., 2021). Finalmente, la variacion en el contenido en fenoles y de
los perfiles de flavonoides en los diferentes tratamientos se reflejo6 en la actividad
antioxidante de los extractos con los valores de inhibicion mayores en los tratamientos a la
oscuridad. Adicionalmente, se observé una mejor capacidad antioxidante en los extractos

obtenidos del guishe secado en horno que con el guishe liofilizado (Fig. 39), lo que contrasta
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con lo generalmente reportado (Nemzer et al.,, 2018; Quispe-Fuentes et al., 2018). Un
incremento de la actividad antioxidante con el secado al horno y al sol se ha relacionado con
una mayor liberacién de polifenoles atribuido a un efecto de la temperatura aplicada en el

proceso en comparacion a la liofilizacién (Papoutsis et al., 2017).

Con base en los resultados para el guishe, se propone el secado en horno de conveccion, a la
oscuridad y una temperatura de 40°C, como el proceso de secado mas adecuado para la
conservacion del contenido en flavonoides bioactivos. Ademas, es un procedimiento

facilmente aplicable y viable a mayor escala.

8.3.2.2 Almacenamiento

Para la conservacion de las muestras, el almacenamiento en la oscuridad, en contenedor
hermético y a temperatura ambiente resultd eficiente ya que no hubo alteracién de los
flavonoides tanto cualitativa como cuantitativa en analisis realizados sobre la misma
muestra recién procesada y después de nueve meses almacenada. De manera similar, se
reporté la preservacion del contenido en flavonoides y antocianinas en la biomasa de A.
fourcoydes almacenada seis meses en las mismas condiciones (Iser et al., 2020). Asimismo, el
contenido en fenoles totales se preservé en Agave spp. almacenadas 5 meses, incluso se

incremento el potencial antioxidante de los extractos (Santos-Zea et al., 2012).

8.3.3 Pretratamiento enzimatico de la muestra

Para seguir con el procesamiento del guishe para la obtencién de flavonoides, se considerd
un pretratamiento previo a la extraccion. Esto, debido a que la recuperacién de fitoquimicos
a partir de biomasas vegetales esta limitada por las paredes celulares y membranas que
constituyen una barrera fisica (Nadar et al., 2018; Tsouko et al., 2020). Considerando los
tratamientos térmicos, acidos y alcalinos inadecuados para la integridad de los compuestos
bioactivos (Carmona et al., 2017; Cheah et al., 2020), se eligié un tratamiento enzimatico.
Por otro lado, considerando la integracién de la valorizacidon de los flavonoides del guishe
como parte de la biorrefineria en desarrollo, se evalud el efecto de enzimas lignoceluldsicas
que se emplean en procesos de pretratamiento dirigido a la produccién de bioenergia y
obtencidon de compuestos bioactivos (Bergeron et al., 2012; Sanchez-Camargo et al., 2017;

Arora et al., 2018; Jin et al., 2018; Larios-Cruz et al., 2019).
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La formulacion de una mezcla enzimatica con lacasa, celulasa y pectinasa fue eficiente para
incrementar los rendimientos de extraccidn en comparacién a lo obtenido del guishe no
pretratado. Ademds, se observd un incremento de los rendimientos conforme a la
disminucion del pH de medio de reaccién, el incremento de la temperatura, y del tiempo de
incubacién (Fig. 40). Esto se relaciona con las condiciones d6ptimas reportadas para las
enzimas incluidas en la mezcla. La celulasa y la pectinasa adquiridas de Sigma-Aldrich
presentan una actividad optima a pH 5.0 y 37°C, y a pH 4.0 y 50°C respectivamente. La lacasa
fungica proporcionada por el grupo SAB presenta una actividad optima a pH 4.0 en un rango

de temperatura de 40 a 60°C (Ramirez-Cavazos et al., 2014).

En comparacién, con el uso de mix comerciales, no se observé un efecto del pH mientras
que la temperatura y el tiempo de incubaciéon impactaron de manera significativa el TPCy el
TFC. Esto se debe a que el pH 6ptimo del Ultraflo se encuentra alrededor de 6.0, con una
temperatura de entre 50 y 60°C, y la actividad optima del Viscozyme se reporta con un rango
de pH de 3.5 a 5.5 y una temperatura de 40 a 50°C. En estudios previos, se ha demostrado la
eficiencia del Viscozyme a pH 3-6 y temperatura de 30-50°C (Huynh et al., 2014; Mill et al.,
2019), y del Ultraflo a pH 4-5 y temperatura de 40-50°C (Kim et al., 2013; Cruz-Zuiiiga et al.,

2016) para la obtencién de compuestos fendlicos.

En cuanto a las concentraciones individuales de las enzimas en la mezcla formulada, el
incremento de la cantidad de celulasa y pectinasa no favorece el rendimiento de extraccion.
Sin embargo, se obtuvieron concentraciones mayores en TPC y TPC que con el tratamiento
control, y los valores mas altos se observaron usando la cantidad minima de cada enzima
(Fig. 41 y 42). De igual manera, el uso de 5 Ul (2mg/mL) de celulasa y pectinasa para la
hidrélisis de hojas de Ginkgo biloba incrementé el TFC (Chen et al., 2011). En contraste, la
concentracion de lacasa tuvo un efecto positivo en el rendimiento, mientras se observé un
efecto negativo en el contenido total en fenoles y flavonoides, y en el perfil especifico de
flavonoides de los extractos (Fig. 43). Esto se atribuye a su actividad fenoloxidasa, la cual le
permite romper los polimeros de lignina sin alterar la integridad de los azucares (Giacobbe et
al., 2020). Sin embargo, esta activad oxidativa no es deseable para la obtencién de
compuestos fendlicos ya que altera su potencial antioxidante (Papoutsis et al., 2017; Pham
et al., 2020). Entonces, la presencia de lacasa en los mix formulados indujo un efecto

negativo, lo que explica que se obtuvieron mejores resultados con los mix comerciales. Sin
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embargo, debido a sus ventajas para los objetivos de biorrefineria, su uso no se debe de
descartar, por ejemplo, el uso de lacasas bacterianas en lugar de fangicas podria preservar

mejor la integridad de los compuestos bioactivos (Giacobbe et al., 2020).

A continuacion, las mezclas enzimaticas comerciales favorecieron tanto el rendimiento
global de extraccion como el rendimiento especifico en algunos flavonoides en comparacion
al tratamiento control y a lo obtenido con los mix formulados (Fig. 40-43). Esto se reflejé en
el potencial antioxidante de los extractos (Fig. 44 y45). Asimismo, a partir de Opuntia spp. el
uso de Ultraflo y Viscozyme favorecio la recuperacion de los compuestos fenélicos y algunos
flavonoides especificos como los derivados glicosilados de isorhamnetina. Ademas, en estos
mismos trabajos, se reporta una mayor actividad antioxidante de los extractos obtenidos
después de la hidrdlisis enzimatica, en comparacidén con los extractos sin tratamiento de la
biomasa (Kim et al., 2013; Antunes-Ricardo et al., 2018, 2020; Mill et al., 2019). La mayor
eficiencia de los mix comerciales en comparacion a los mix formulados se puede atribuir a la
diversidad de enzimas presentes en los mix y en particular a la xilanasa, ya que la

hemicelulasa de la lechuguilla esta compuesta al 63% de xilosa (Diaz-Blanco et al., 2018).

Esta es una enzima clave del Ultraflo y que puede explicar también los mejores resultados de
TFC y concentracién especifica en flavonoides con el uso de este mix en comparacién con el
uso del Viscozyme. La disminucién de las formas glicosiladas de antocianinas, flavanona,
isorhamnetina, quercetina y kaempferol en los extractos obtenidos de guishe hidrolizado
con Viscozyme concuerda con la bioconversién de los flavonoides glicosilados en agliconas
causada por el uso del Viscozyme (Dueias et al., 2007; Berlowska et al., 2018). Por otro lado,
la conservacion de los derivados glicosilados con el uso del Ultraflo a diferencia del uso del
Viscozyme se puede explicar por la actividad de transglicosilacion de las enzimas (Kim et al.,
2013; Berlowska et al., 2018). Asimismo, por el efecto de B-glicosidasas enddgenas que
tienen a favorecer la produccidn los flavonoides agliconas (Chen et al., 2011). Sin embargo, si
el mix Viscozyme ha sido ampliamente usado para la hidrdlisis de una gran diversidad de

materia vegetal, existen pocos reportes del uso del Ultraflo.

Considerando las actividades bioldgicas individuales y en sinergia de los flavonoides
agliconas vy glicosidicos de guishe, se considera el tratamiento con Ultraflo como el mas

adecuado para mantener la diversidad de los flavonoides en el extracto final. Por lo tanto, el
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uso del Ultraflo para la hidrélisis optima de guishe por 2.5 h, pH 4 y 40°C se validé de manera
experimental. Los resultados mostraron un incremento de hesperidina (x2.5), cianidina
(x1.5), delfinidina (x1.4), isorhamnetina (x1.3), y flavanona (x1.2), en comparaciéon con el
guishe no pretratado (Tabla 21). Ademas, las concentraciones de apigenina, kaempferol, y
naringenina se mantuvieron en los mismos rangos en el guishe hidrolizado y el control. Por
lo tanto, la hidrdlisis enzimatica del guishe se presenta como un paso primordial en la

obtencion de flavonoides de alto valor comercial.

8.3.4 Extraccion

Para llegar a aplicaciones comerciales, los flavonoides bioactivos tienen que ser obtenidos
con procesos estrictos en cuanto al uso de solventes (FDA, 2020, 2021). Por lo tanto,
considerando los resultados de extraccion asistida por ultrasonido empleada para la
caracterizacion de los flavonoides, los TPC y TFC fueron similares con el uso de metanol y
etanol como solvente de extraccion (Tabla 22). Aunque se encontré un mayor contenido en
algunos flavonoides en la fraccién metandlica, otros como las antocianinas solo se
encontraron en la fraccion etandlica. Eso debido a la polaridad diferencial entre las dos
mezclas hidroalcohdlicas (Rizwan et al., 2012; Almaraz-Abarca et al., 2013a). Una polaridad
moderada favorece la extraccién de los flavonoides en particular los glicosilados (Rahmani y
Toumi Benali, 2016; Osorio-Tobdn, 2020). En estudios previos, se ha mostrado la eficiencia
del metanol para la extraccion de compuestos fendlicos con actividad antioxidante vy
antifungica de A. attenuata (Rizwan et al., 2012) y A. salmiana (Hammuel et al., 2011). Por
otro lado, con etanol, a partir de A. fourcoydes se obtuvieron flavonoides y antocianinas (Iser
et al., 2020), y de A. lechuguilla, extractos con potencial anticancer (Anguiano-Sevilla et al.,
2018). Finalmente, tanto para la extraccién con sonicaciéon y la extraccién por fluidos
supercriticos, se descarta el uso del metanol debido a su alta toxicidad por lo que lleva a

restriccion de usos comerciales (Panzella et al., 2020; FDA, 2021).

Para la extraccién por fluidos supercriticos, el CO,, por sus caracteristicas de inocuidad
(Barba et al., 2016; Lucci et al., 2017), se considera como un solvente GRAS (Generally
Recognized As Safe por sus siglas en inglés), al igual que la mezcla etanol/agua (FDA, 2020,
2021), usada como solvente para modificar la polaridad del CO, de tal manera que fuera
posible extraer compuestos polares como lo son los flavonoides. Respecto a la proporcién de

solvente, se considera la mezcla etanol/agua (70/30, v/v) como la mas eficiente para la
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obtencion de compuestos bioactivos de bagazo de agave debido a que incrementa la
permeabilidad de las membranas y favorece la transferencia de masas (Santos-Zea et al.,
2021). La adicion de un co-solvente, ademas de incrementar la solubilidad de los flavonoides
en fluido supercritico, también afecto las propiedades de los fluidos como su masa volumica
(Pardo-Castafio et al., 2015; Garcia-Pérez et al., 2017). Por otro lado, conforme se van
solubilizando los compuestos durante el proceso de extraccidn, también se observa una
modificacion del equilibrio de las fases en estado supercritico (Pardo-Castafo et al., 2015;
Garcia-Pérez et al., 2017) debido a las caracteristicas de los flavonoides (Tabla 25). Esto
explica el efecto combinado observado entre la variable co-solvente con la presién y
temperatura para la obtencién de los fenoles y flavonoides (TPC y TFC). Por lo mismo, una
variacion de la temperatura y la presidon en el rango de valor que permitié estar en estado
supercritico, no afecté la extraccién de los polifenoles (Fig. 47-49). En contraste, se observd

un efecto de las tres variables en el perfil especifico en flavonoides de interés (Fig. 51).

Para la obtencidn de flavonas y flavanonas del guishe, las condiciones mas propicias segun el
DOE fueron un 15% de cosolvente, 150 bar y 70°C. Con condiciones de SFE similares (15% de
etanol, 95 bar y 58.6°C), Giannuzzo et al. (2003) reportan un rendimiento especifico de
naringenina de 14.4 g/kg a partir de la cascara fresca de Citrus paradisi. Asimismo, con un
10% de etanol, 200 bar y 50°C, se obtuvieron 4.83 mg/g de catequina, 4.55 mg/g de
epicatequina, 3.75 mg/g de apigenina y 3.63 mg/g de naringenina a partir de Strobilanthes
crispus (Liza et al., 2010). En este mismo trabajo de Liza et al. (2010), las mismas condiciones
permitieron obtener 4.10 mg/g de miricetina, 12.52 mg/g de luteolina, 19.45 mg/g de
kaempferol y 8.47 mg/g de rutina, los cuales son flavonoles. En el caso del guishe, la
extraccién de los flavonoles incrementd con la proporcién de co-solvente y una baja
temperatura de extraccion (40-55°C) (Fig. 51). Asimismo, con un 20% de etanol, 230 bar y
45°C, se obtuvo una fraccidén enriquecida en flavonoles (miricetina y quercetina) a partir de
hojas de Myrthus communis (Pereira et al., 2016b). EI 20% de co-solvente se considera como
la cantidad maxima que se puede usar de tal manera que no se supera el uso de solvente en
comparacion a la extraccion con métodos convencionales con wuna proporcion

biomasa/volumen de 1/10.

En contraste, una disminucion de la proporcidn de co-solvente y un incremento de la presién

favorecio la obtencion de flavonoides glicosilados a partir del guishe (Fig. 50). Asimismo, a
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partir de nopal (Opuntia ficus-indica), Antunes-Ricardo et al. (2017 y 2020) optimizaron la
SFE de derivados glicosidicos de isorhamnetina por lo que se recomienda un 5% de etanol
(EtOH 70%), 300 bar y 50°C, mientras que los derivados glicosidicos de quercetina se
obtuvieron en mayor proporcion con una temperatura de 35°C. De manera similar, Paes et
al. (2014) obtuvieron 808 ug/g de flavonoides 3-0O-glicésidos a partir de cascara, pulpa y
semillas de Vaccinum myrtillus aplicando un 5% de etanol/agua. Debido a los flavonoides
presentes en V. myrtillus, estos fueron en mayoria antocianidinas (Paes et al., 2014). A partir
de sus frutos también se extrajeron antocianinas (0.62 mg/g PS) usando 10% de etanol 70%,
250 bar y 45°C. Estas condiciones son de los mismos rangos que los sugeridos en este trabajo
para la obtencién de antocianinas a partir del guishe (Fig. 51). Los resultados del disefio
experimental aplicado sugirieron un incrementd de la proporcién de las antocianinas en los
extractos obtenidos con un 15% de co-solvente, 250 bar y 60°C. Por otro lado, en estas
condiciones, se observé la mayor actividad antioxidante de los extractos (Fig. 52), lo que se
relaciona con la modulacion del perfil en flavonoides presentes en los extractos (Monroy et

al., 2016).

El uso de la UAE mostré una eficiencia adecuada para la caracterizaciéon del contenido en
flavonoides en el guishe. Sin embargo, las antocianinas, que presentan un particular interés
comercial, se presentaron como los flavonoides de menor abundancia en comparacion a los
demas flavonoides identificados en los extractos. Ademas, este método extractivo es
inespecifico y los extractos presentaron un alto contenido en azucares libres y acidos
fendlicos, indeseables para algunas aplicaciones (FDA, 2021). Por lo tanto, se considera el
uso de la extraccion y purificaciéon por fluidos supercriticos (SFE) como una alternativa que
permite dirigir la extraccién de manera especifica para obtener una fraccién enriquecida en
antocianinas. Los resultados de validaciéon experimental confirmaron la especificidad de
estas condiciones de extraccion por fluidos supercriticos hacia las antocianinas (Tabla 27). La
cantidad relativa de antocianinas en los extractos SFE soporta el uso de esta técnica en
comparacion a la UAE y la maceracién convencional. Asimismo, es interesante resaltar que la
hidrdlisis enzimatica del guishe, previa a la SFE, favorecié los rendimientos especificos de

obtencién de antocianinas, flavonoles y flavonoides glicosilados.

Finalmente, la constancia de las relaciones termodinamicas en tal sistema ha mostrado que

la modelacion se reflejo de manera satisfactoria en experimentos de escalamiento con poca
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variacion de acuerdo a la modelacién (Pieck et al., 2015; Garcia-Pérez et al., 2017). Por lo
tanto, los resultados obtenidos en este trabajo pueden usarse para plantear el escalamiento
de la extraccion por fluidos supercriticos de los flavonoides de interés del guishe
previamente hidrolizado. Por otra parte, la integracion de la SFE en el bioproceso presenta la
ventaja de ser una técnica verde que limita el consumo de solventes organicos y entonces

los costos econdmicos y ambientales (Panzella et al., 2020; Freitas et al., 2021).

En resumen, la hidrdlisis del guishe y la SFE dirigida a las antocianinas permitieron obtener
un extracto enriquecido en flavonoides de alto valor agregado a partir del subproducto del
A. lechuguilla. Se espera que con el valor del producto, exista un balance en relacién al costo
del bioproceso propuesto, lo cual se tiene que establecerse con el analisis de factibilidad
tecno-econdmica correspondiente. Asimismo, se propone el guishe como materia prima, el
extracto enriquecido en flavonoides como producto de alto valor comercial y el bioproceso

como un paquete tecnoldgico sustentable.

8.4 Uso del extracto

El grupo principal de flavonoides encontrados en mayor abundancia en el guishe son los
flavonoles glicosilados conocidos por actuar como antioxidantes, antibacterianos, antivirales,
cardioprotectores, antiinflamatorios y anticancerigenos (Barreca et al., 2021). Los segundos
compuestos mas abundantes son las antocianinas, especialmente interesantes por sus
efectos benéficos en la salud y sus propiedades antibacterianas y antioxidantes para
aplicaciéon en la industria agroalimentaria (Belwal et al., 2020; Ockermann et al., 2021). En
concentraciones mas bajas, los agliconas flavonoles y flavanoles presentan efectos
antioxidantes, antiinflamatorios y anticancerigenos (Wang et al., 2018; Dias et al., 2021). En
conjunto, estos flavonoides identificados en el guishe tienen alto potencial antiinflamatoria
e inmunomodulador, y un potencial antioxidante intermediario en comparacion a productos

comerciales.

Para su uso en humano, la prediccidn de las caracteristicas de farmacodinamica sugiere una
fuerte probabilidad de absorcidon de las formas agliconas en el tracto digestivo. En contraste,
se observa una disminucion de la biodisponibilidad los derivados glicosilados. Esto confirma
que el efecto observado de extractos enriquecidos en flavonoides glicosilados ocurre por la

interaccidn con la microbiota intestinal actuando como prebidtico (Jasso-Padilla et al., 2017).
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Por otro lado, la microbiota intestinal puede degradar los flavonoides glicosilados,
incrementando la biodisponibilidad de las formas agliconas (Rizza et al., 2011) las cuales
presentan mayor potencial de interaccién con el metabolismo humano y una menor
toxicidad in vivo. Esto sugiere su aplicacién en nutraceutica y farmacologia (Sun et al., 2019;
Blahova et al., 2021). Por otro lado, en la piel, su adsorcién varia segun la estructura de los
flavonoides mayoritarios, lo que presenta diversos interés para cosmética (Barreto et al.,

2017).

Aunque las propiedades y aplicaciones de los flavonoides estan ampliamente reportadas en
la literatura, la obtencién de tales compuestos sigue siendo un reto. Por ejemplo, las
antocianinas son mayormente descritas en frutas, verduras y flores (Belwal et al., 2020;
Ockeman et al, 2021), por lo que su obtencién a partir del guishe presenta la ventaja de no
entrar en competencia con la alimentacién humana. Por lo tanto, las concentraciones de los
flavonoides con potenciales efectos terapéuticos sugieren los usos posteriores de los
productos derivados de A. lechuguilla en cosmética, nutracéutica y farmacia. Ademas, la
conservacion de los perfiles de flavonoides a través de las areas productivas confirmd el
potencial de este abundante material vegetal para la obtencién de ingredientes naturales

bioactivos para aplicaciones comerciales.

Por otra parte, el andlisis de farmacodindmica por similitud con otros productos bioactivos
de las bases de datos reveld un potencial riesgo asociado a la similitud con el catecol, lo cual
puede ser producto de degradacién de los flavonoides presentes en los extractos. Sin
embargo, en este trabajo se demostré la estabilidad de los flavonoides a temperatura
ambiente cuando se cuidan de la luz y exposicién al aire. Ademas, se preserva el potencial
antioxidante con estas condiciones de almacenamiento. Estos resultados sirven de base para

recomendar el manejo adecuado de los extractos como insumos para la industria.

Asimismo, el estudio preliminar in silico de la interaccién de las antocianinas con proteinas
humanas, confirmé el alto potencial de valorizacién de estos compuestos los cuales se
incrementaron en los extractos por el uso de la SFE. Por otra parte, es interesante resaltar
gue para algunas proteinas blanco con las cuales se predijo una interaccién, no presentan
medicinas ni candidatos para estudios clinicos (ChEMBL, 05.10.2021). Ademds, considerando

el ambiente mundial actual, las antocianinas y sus derivados estan llamando la atencién por
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sus efectos antivirales predichos en contra del SARS-CoV-2 por interaccion con la proteasa
identificada como parte del proceso de infeccion (Khalifa et al., 2020; Fakhar et al., 2021;

Rameshkumar et al., 2021; Zigolo et al., 2021).
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9 CONCLUSIONES

9.1 Conclusiones

El primer transcriptéma de novo de A. lechuguilla obtenido en este estudio permitid elucidar
la biosintesis y regulacién de los flavonoides. La identificacién de los genes codificantes de
enzimas especificas, los factores de regulacién y los perfiles de expresién sugirieron la
acumulacién de flavanonas (naringenina y hesperidina), flavonas (apigenina), flavanoles
(catequina y galocatequina), flavonoles (isorhamnetina, miricetina, quercetina y kaempferol)
y antocianidinas (cianidina y delfinidina), y sus formas glicosiladas. La validaciéon de esta
prediccion por analisis de HPLC-UV-MS/MS confirma la presencia de estos flavonoides.
Adicionalmente, la abundancia de los compuestos evaluada por los andlisis cuantitativos con
métodos colorimétricos y de espectrometria mostraron una relacién estricta con la
abundancia de los genes involucrado en la biosintesis de los flavonoides. Por lo tanto, se
valida la prediccidon del contenido en flavonoides en el guishe por el método indirecto de
transcriptomica funcional. Con base en esto, se propone un método de bioprospeccién

confiable, de menor costos y que limita los residuos quimicos necesario para los analisis.

Ademas, la informacidn generada en cuanto a las estructuras de las enzimas especificas del
transcriptoma de la lechuguilla permitié establecer las estructuras de los compuestos
sintetizados y sus caracteristicas fisicoquimicas. Asimismo, se permitié modelizar in silico el
acoplamiento de los flavonoides con biomoléculas identificadas como parte de los procesos
celulares involucrados en el desarrollo de varias enfermedades. Los resultados de
interaccion de los flavonoides del guishe con las proteinas blanco sugiere su potencial
terapéutico tales como antiinflamatorio, anticancer e inmunomodulador. Ademas, algunas
de las proteinas blanco consideradas no tienen productos comerciales asociados por lo que
los flavonoides del guishe presenta un interés particular. Por otro lado, la bioactividad de los

extractos de guishe se evidencié usando el potencial antioxidante como indicador.

Con base en la caracterizacién quimica y bioldgica de los flavonoides del guishe, puede
afirmarse que el residuo del A. lechuguilla es una valiosa fuente de flavonoides activos de
interés para las industrias farmacéutica, cosmética y nutracéutica sugieren el alto valor de

los productos derivados.
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Ademas, la conservacién del perfil en flavonoides en el guishe proveniente de tres distintas
regiones productoras de ixtle permite confirmar el potencial de valorizacion a nivel nacional.
Por lo tanto, el secado usando un horno de conveccién a baja temperatura y oscuridad se
contempla como un procedimiento adecuado para la conservacion de los flavonoides
bioactivos y el procesamiento de la gran cantidad de guishe generado cada ano. De igual
manera, aunque el pretratamiento enzimatico se optimizé a nivel laboratorio, el incremento
de la cantidad de algunos flavonoides, asi como la mayor actividad antioxidante de los
extractos obtenidos de la biomasa hidrolizada 2.5h, pH 4.0 y 40°C con el mix comerciales
Ultraflo® sugiere su implementaciéon a mayor escala. Finalmente, se pudieron obtener los
flavonoides de interés comercial a partir del guishe hidrolizado por medio de la extraccién
por fluidos supercriticos. Ademds de ser una alternativa verde a la extraccidn con solventes,
estd técnica permitié obtener extractos que no necesitan un paso de purificacion antes de

ser usado en la formulacion de productos comerciales.

9.2 Perspectivas

El transcriptoma de novo se complementd con los datos de las tres regiones del muestreo
del 2018. Eso se relacionara con el andlisis bioquimico que se llevd a cabo en este trabajo.
Ademas de generar conocimiento en cuanto a la biosintesis de los flavonoides en el A.
lechuguilla, eso permitira corroborar que el uso de la bioprospeccidén por medio de analisis
transcriptomicos como metodologia base para la busqueda de otros compuestos como los

terpenos, alcaloides y fructanos, entre otros.

Para la implementacion del bioproceso a escala industrial, varios pardmetros se tienen que
considerar en las diferentes operaciones unitarias. Por ejemplo, la proporcidn
biomasa/volumen vy el tipo de agitacién se debe de considerar para el escalamiento de la
hidrdlisis enzimatica en biorreactor. Otra alternativa es el uso de enzimas directamente
dentro del proceso de extraccion por fluidos supercriticos. Considerando las enzimas como
el producto que mas influye mas en la viabilidad econdmica de los bioprocesos, un estudio
de factibilidad tecno-econdmico permitira determinar la estrategia mas sustentable al
respecto. Asimismo, para la integracion del proceso de obtencién de los flavonoides previo a
la produccidon de biogas y bioetanol, se requiere evaluar la liberacién de carbohidratos
(glucosa, xilosa etc.) con la hidrdlisis enzimatica establecida en este trabajo de manera

dirigida a la obtencion de flavonoides.
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Con el fin de proponer los extractos del guishe obtenidos por extraccion y purificacion por
fluidos supercriticos al sector productivo, estudios complementarios son necesarios todavia,
como la cuantificacién precisa de los flavonoides presentes en los espectros y pruebas de

bioactividades in vitro e in vivo.

En caso de comprobar una de las aplicaciones propuestas basadas en la prediccién in silico
para uso farmacoldgico, el conocimiento de la biosintesis de flavonoide brinda informacién
valiosa para su produccién heterdloga para cumplir las necesidades de cantidad y pureza de

la molécula.
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11 ANEXOS

Anexo A — Calidad de las librerias de RNA-Seq

A pesar de la buena calidad de las secuencias estimado por el valor de phred > 35 (Fig. A. 1),
los adaptadores encontrados incluso en medio de las secuencias (Anexo A. 2) se tuvieron
que eliminar por lo que se descarté el 0.55% de las lecturas. Por eso se pidié una
resecuenciacion de una libreria para obtener la cantidad de datos suficiente para generar un

transcriptoma de buena calidad.

vod (Bp

Figura A. 1. Representacion grafica de los valores de phred de las lecturas generadas por
secuenciacion en plataforma lllumina® HiSeq de una libreria de guishe (FastQC).
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Forward: flurmena Smak I 3 Aduste
303051266:NTTTTACAAGGTAACTCAGTGACCATTGGTTCAACCTCTGTATCTTG
GAGATCGGAAGAGCACACGTCTGAACTCCAGTCACGGACATCAATCTCGTATGC
NGTCTTCTGCTTGAAAAAACATCGTTTATTTGGATATGAATTGACTGTTT

Reverse :
8 303051266:CCAAGATACAGAGGTTGAACCAATGGTCACTGAGTTACCTTGTAAA
ACAGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGAAAGAGTGTAGATCTCGGTGGTCGCCG
3 TATCATTAAAAAAATAAAGCAGCAGTCATTGAGGTTGGGGGGTCAGGGAGTN

Figura A. 2. Contenido en adaptadores en las librerias de hoja y guishe y localizacién en las
lecturas (FastQC).



Anexo B — Curvas estandares de los flavonoides

Figura B. 1. Espectros de la curva estandar de la delfinidina.
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Tabla B. 1. Datos de las ecuaciones de regresidon linear de las curvas estdndares de

flavonoides y tiempo de retencidn caracteristicos (RT).

Compuesto RT (min) Pendiente Interseccion R?
Apigenina 46.8 58519.0 2,00E+06 0.9930
Catequina 23.1 135631.0 8,00E+06 0.9733
Cianidina 30.3 77916.0 -2,00E+06 0.9918
Delfinidina 34.1 53501.0 9,91E+05 0.9651
Flavanona 14.7 21028.0 2,60E+05 0.9950
Hesperidina 371 31761.0 7,57E+05 0.9991
Isorhamnetina 16.2 7740.3 1,75E+05 0.9994
Kaempoferol 48.3 114332.0 5,00E+06 0.9824
Naringenina 51.5 321808.0 2,00E+06 0.9867
Quercetina 44.2 232633.0 3,00E+06 0.9970
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Anexo C — Prediccidn in silico de las proteinas blanco

Tabla C. 1. Prediccidn in silico de acoplamiento de los flavonoides del guishe con proteinas
de las bases de datos PDB (human) y ChEMBL.

Common Uniprot

Target Class Target ChEMBL ID
name ID

Cytochrome P450 Cytochrome P450 19A1 CYP19A1 P11511 CHEMBL1978

Cytochrome P450 Cytochrome P450 1B1 CYP1B1 Q16678 CHEMBL4878

Cytochrome P450 Cytochrome P450 2C9 CYP2C9 P11712 CHEMBL3397

Cytochrome P450 Cytochrome P450 3A4 CYP3A4 P08684 CHEMBL340

Cytochrome P450 Thromboxane-A synthase TBXAS1 P24557 CHEMBL1835

Electrochemical Equilibrative nucleoside transporter SLC29A1 Q99808 CHEMBL1997

transporter 1

Electrochemical Low affinity sodium-glucose SLCSA4 QOINY91  CHEMBLL770047

transporter cotransporter

Electrochemical Sodium/glucose cotransporter 1 SLC5A1 P13866 CHEMBL4979

transporter

Electrochemical Sodium/glucose cotransporter 2 SLC5A2 P31639 CHEMBL3884

transporter

Electrochemical Solute carrier family 22 member 12 SLC22A12 Q96537  CHEMBL6120

transporter

Electrochemical Solute carrier family 28 member3 ~ SLC28A3  Q9HAS3  CHEMBL5707

transporter

Enzyme 17-beta-hydroxysteroid HSD17B14 Q9BPX1  CHEMBL3712868
dehydrogenase 14

Enzyme 6-phosphofructo-2-kinase/fructose- o\ cos 16076 cppmBL2331053

2,6-bisphosphatase 3
Enzyme 6-phosphogluconate dehydrogenase PGD P52209 CHEMBL3404
Acyl coenzyme A:cholesterol

Enzyme CES1 P23141 CHEMBL2265
acyltransferase

Enzyme Aldehyde reductase (by homology) AKR1A1l P14550 CHEMBL2246

Enzyme Aldo-keto reductase family 1 AKR1B10 060218  CHEMBL5983
member B10

Enzyme Aldo-keto reductase family 1 AKRICI Q04828  CHEMBL5905
member C1 (by homology)

Enzyme Aldo-keto reductase family 1 AKR1C2 ~ P52895  CHEMBL5847
member C2 (by homology)

Enzyme Aldo-keto reductase family 1 AKR1C4  P17516  CHEMBLA4999
member C4 (by homology)

Enzyme Aldo-keto-reductase family 1 AKR1C3  P42330  CHEMBL4681
member C3

Enzyme Aldose reductase AKR1B1 P15121 CHEMBL1900

Enzyme AMY1C AMY1A P04745 CHEMBL2478

Enzyme Arachidonate 12-lipoxygenase ALOX12 P18054 CHEMBL3687

Enzyme Arachidonate 15-lipoxygenase ALOX15 P16050 CHEMBL2903

Enzyme Arginase-1 (by homology) ARG1 PO5089  CHEMBL1075097

Enzyme Beta-glucuronidase GUSB P08236 CHEMBL2728

Enzyme Carbonyl reductase [NADPH] 1 CBR1 P16152 CHEMBL5586

Enzyme Carboxylesterase 2 CES2 000748  CHEMBL3180

Enzyme DNA polymerase beta  (by POLB PO6746  CHEMBL2392
homology)

Enzyme DNA-(apurinic or apyrimidinic site) APEX1 P27695 CHEMBL5619
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lyase
Enzyme DNA-3-methyladenine glycosylase MPG P29372 CHEMBL3396943
Enzyme Dynamin-1 DNM1 Q05193 CHEMBL4958
Enzyme Estradiol 17-beta-dehydrogenase 1 HSD17B1  P14061 CHEMBL3181
Enzyme Estradiol 17-beta-dehydrogenase 2 HSD17B2  P37059 CHEMBL2789
Enzyme Fucosyltransferase 4 FUT4 P22083 CHEMBL4996
Enzyme Glyoxalase | GLO1 Q04760  CHEMBL2424
Enzyme Group X secretory phospholipase A2 PLA2G10 015496  CHEMBL4342
Enzyme Leucyl-tRNA synthetase LARS Q9P2J5 CHEMBL3258
Enzyme Liver glycogen phosphorylase PYGL P06737 CHEMBL2568
Enzyme ?I/)maghocyte differentiation antigen D38 P28907 CHEMBLAGEO
Enzyme Myeloperoxidase MPO P05164 CHEMBL2439
Enzyme NADPH oxidase 4 NOX4 Q9NPH5 CHEMBL1250375
Enzyme Phospholipase A2 group 1B PLA2G1B P04054 CHEMBL4426
Enzyme Phospholipase A2 group II1A PLA2G2A P14555 CHEMBL3474
Enzyme Phospholipase A2 group V PLA2G5 P39877 CHEMBL4323
Enzyme PI3-kinase p110-alpha subunit PIK3CA P42336 CHEMBL4005
Enzyme PI3-kinase p110-gamma subunit PIK3CG P48736 CHEMBL3267
Enzyme PI3-kinase p85-alpha subunit PIK3R1 P27986 CHEMBL2506
Enzyme Poly [ADP-ribose] polymerase-1 PARP1 P09874 CHEMBL3105
Enzyme Quinone reductase 2 NQO2 P16083 CHEMBL3959
Serine/threonine-protein
Enzyme kinase/endoribonuclease IRE1 ERN1 075460 CHEMBL1163101
Enzyme Squalene monooxygenase  (by SQLE Q14534  CHEMBL3592
homology)
Enzyme Tankyrase-1 TNKS 095271 CHEMBL6164
Enzyme Tankyrase-2 TNKS2 Q9H2K2  CHEMBL6154
Enzyme Telomerase reverse transcriptase TERT 014746 CHEMBL2916
Enzyme Tyrosyl-DNA phosphodiesterase 1 TDP1 Q9NUWS8 CHEMBL1075138
Enzyme Valyl-tRNA synthetase 2 VARS P26640 CHEMBL2612
Eraser Lysine-specific demethylase 4D-like KDMA4E B2RXH2 CHEMBL1293226
Eraser TAD-dependent deacetylase sirtuin SIRT1 Q96EB6  CHEMBLAS06
Eraser gAD-dependent deacetylase sirtuin SIRT2 Q8IXI6 CHEMBLAAE
Family AG protein- . osine A1 receptor ADORA1  P30542  CHEMBL226
coupled receptor
Family AG protein- 4. ine A2a receptor ADORA2A  P29274  CHEMBL251
coupled receptor
Family A G protein- Adenosine A2b receptor ADORA2B P29275 CHEMBL255
coupled receptor
Family A G protein- Adenosine A3 receptor ADORA3 PODMS8 CHEMBL256
coupled receptor
Family AG in-
amty protein Adrenergic receptor alpha-2 ADRA2C P18825 CHEMBL1916
coupled receptor
Fami .
amily A G protein Alpha-2a adrenergic receptor ADRA2A P08913 CHEMBL1867
coupled receptor
Family A G protein- .
Dopamine D4 receptor DRD4 P21917 CHEMBL219
coupled receptor
Family AG protein- ¢y clin receptor ET-A EDNRA  P25101  CHEMBL252

coupled receptor
Family A G protein-  Free fatty acid receptor 1 FFAR1 014842 CHEMBL4422
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coupled receptor
Family A G protein-
coupled receptor
Family A G protein-
coupled receptor
Family A G protein-
coupled receptor
Family A G protein-

G-protein coupled receptor 35 GPR35 Q9HC97  CHEMBL1293267
Interleukin-8 receptor A CXCR1 P25024 CHEMBL4029

Mu opioid receptor (by homology) OPRM1 P35372 CHEMBL233

Neuromedin-U receptor 2 NMUR2 Q9GZQ4 CHEMBL1075144
coupled receptor
Family AG protein- o i noid EP1 receptor PTGER1T  P34995  CHEMBL1811
coupled receptor
Fami -
amily AG protein- o i noid EP2 receptor PTGER2  P43116  CHEMBL18S1
coupled receptor
Family A G protein- .
Prostanoid EP3 receptor PTGER3 P43115 CHEMBL3710
coupled receptor
Family A in-
amily A G protein Serotonin 2c (5-HT2c) receptor HTR2C P28335 CHEMBL225
coupled receptor
Family A in-
amily AG protein- 1 ecsin V2 receptor AVPR2 P30518  CHEMBL1790

coupled receptor
Family C G protein- Metabotropic glutamate receptor 2

GRM2 Q14416 CHEMBL5137
coupled receptor (by homology)
Family C G protein- Metabotropic glutamate receptor 5 GRM5 P41594 CHEMBL3227
coupled receptor
Hydrolase Acetylcholinesterase ACHE P22303 CHEMBL220
Hydrolase Butyrylcholinesterase BCHE P06276 CHEMBL1914
Hydrolase Eukaryotic initiation factor 4A-I EIF4A1 P60842 CHEMBL2052028
Hydrolase Lysosomal alpha-glucosidase GAA P10253 CHEMBL2608
Hydrolase Pancreatic alpha-amylase AMY2A P04746 CHEMBL2045
Isomerase DNA topoisomerase | TOP1 P11387 CHEMBL1781
Isomerase DNA topoisomerase Il alpha TOP2A P11388 CHEMBL1806
Kinase ALK tyrosine kinase receptor ALK Q9UM73 CHEMBL4247
Kinase CaM kinase Il beta CAMK2B Q13554  CHEMBL4121
Kinase Casein kinase Il alpha CSNK2A1  P68400 CHEMBL3629
. . CCNE1 P24864
Kinase CDK3/CyC|In E CDK3 Q00526 CHEMBL3038471
Kinase Cyclin-dependent kinase 1 CDK1 P06493 CHEMBL308
Kinase Cyclin-dependent kinase 2 CDK2 P24941 CHEMBL301
. . . . CCNE1 P24864
Kinase Cyclin-dependent kinase 2/cyclin E1 CDK2 P24941 CHEMBL1907605
Kinase Cyclin-dependent kinase 4 CDK4 P11802 CHEMBL331
Kinase Cyclin-dependent kinase 5/CDK5 CDK5R1 Q15078 CHEMBL1907600
activator 1 CDK5 Q00535
Kinase Cyclin-dependent kinase 6 CDK6 Q00534 CHEMBL2508
Kinase Death-associated protein kinase 1 DAPK1 P53355 CHEMBL2558
Kinase Dual specificity tyrosine- DYRKIB ~ Q9Y463  CHEMBLS543

phosphorylation-regulated kinase 1B
Kinase Dual specificty protein kinase CLK1 CLK1 P49759 CHEMBL4224
Dual-specificity tyrosine-

Ki CHEMBL2292
inase phosphorylation regulated kinase 1A DYRK1A Q13627

Kinase Eft')dBirma' growth factor receptor EGFR PO0533  CHEMBL203

Kinase Fibroblast growth factor receptor 1 FGFR1 P11362 CHEMBL3650

Kinase Focal adhesion kinase 1 PTK2 Q05397 CHEMBL2695
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Kinase G protein-coupled receptor kinase 6 GRK6 P43250 CHEMBL6144
Kinase Glycogen synthase kinase-3 beta GSK3B P49841 CHEMBL262
Kinase Hepatocyte growth factor receptor MET P08581 CHEMBL3717
Kinase Insulin receptor INSR P06213 CHEMBL1981
Kinase Insulin-like growth factor | receptor IGF1R P08069 CHEMBL1957
Kinase MAP kinase p38 alpha MAPK14 Q16539  CHEMBL260

Mitogen-activated protein kinase

Kinase . . . MAP4K4 095819 CHEMBL6166
kinase kinase kinase 4

Kinase Myosin light chain kinase, smooth MYLK Q15746  CHEMBL2428
muscle

Kinase Nerve growth factor receptor Trk-A NTRK1 P04629 CHEMBL2815

Kinase NUAK family SNF1-like kinase 1 NUAK1 060285 CHEMBL5784

Kinase Protein kinase N1 PKN1 Q16512 CHEMBL3384

Kinase Ribosomal protein S6 kinase alpha3  RPS6KA3 P51812 CHEMBL2345

Kinase Serine/threonine-protein kinase AKT ~ AKT1 P31749 CHEMBL4282

Kinase Serine/threonine-protein kinase AURKA 014965  CHEMBLA722
Aurora-A

Kinase Serine/threonine-protein kinase AURKB Q96GD4  CHEMBL2185
Aurora-B

Kinase Serine/threonine-protein kinase NEK2 P51955 CHEMBL3835
NEK2

Kinase Serine/threonine-protein kinase NEKG QOHC98  CHEMBLA309
NEK6

Kinase iﬁ\r/'lrie/threon'ne'pmte'n kinase PIM1 P11309  CHEMBL2147

Kinase iﬁ\r/'lge/ threonine-protein kinase PIM2 Q9P1W9  CHEMBLA4523

Kinase iﬁ\r/'lge/ threonine-protein kinase PIM3 Q86V86  CHEMBL5407

Kinase IS;E:(':E/ threonine-protein kinase PLK1 P53350  CHEMBL3024

Kinase Serine/threonine-protein kinase WEE1 P30291 CHEMBL5491.
WEE1

Kinase Stem cell growth factor receptor KIT P10721 CHEMBL1936

Kinase Tyrosine-protein kinase LCK LCK P06239 CHEMBL258

Kinase :‘L’;‘;s'”e'pmte'” kinase receptor FLT3 P36888  CHEMBL1974

Kinase 'IL'J\'/:rgsme-pro‘EEIn kinase receptor AXL P30530 CHEMBL4895

Kinase Tyrosine-protein kinase SRC SRC P12931 CHEMBL267

Kinase Tyrosine-protein kinase SYK SYK P43405 CHEMBL2599

Kinase Vascular endothelial growth factor KDR P35968 CHEMBL279
receptor 2

GABRA1 P14867

Ligand-gated ion GABA-A receptor; alpha-1/beta- GABRB? P47870 CHEMBL2095172

channel 2/gamma-2 GABRG? P18507

Ligand-gated ion Neurc?nal acetylcholmc'a receptor CHRNA7 P36544 CHEMBL2492
channel protein alpha-7 subunit

Lyase Carbonic anhydrase | CAl P00915 CHEMBL261
Lyase Carbonic anhydrase I CA2 P00918 CHEMBL205
Lyase Carbonic anhydrase I CA3 P07451 CHEMBL2885
Lyase Carbonic anhydrase IV CA4 P22748 CHEMBL3729

Lyase Carbonic anhydrase IX CA9 Q16790  CHEMBL3594
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P03372
Q92731
P11474
095718
Q13133

P37231

P19793
Q8WWL7
P06493
P14635
095067
P06493
P14635
P24941
P78396
P20248

P17931

P56470

000214

000182

Q07820

P0O1112

P10415
Q07817

P13569

P0O5091
P09917
P23219
P35354

P20839

P21397
P27338
P18405
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CHEMBLA4789
CHEMBL3969
CHEMBL3025
CHEMBL2326
CHEMBL3242
CHEMBL3912
CHEMBL3510
CHEMBL1869

CHEMBL2487

CHEMBL1871
CHEMBL206
CHEMBL242
CHEMBL3429
CHEMBL3751
CHEMBL2808

CHEMBL235

CHEMBL2061

CHEMBL2094127

CHEMBL1907602

CHEMBL2094128

CHEMBL4531

CHEMBL1671608

CHEMBL5475

CHEMBL5474

CHEMBL4361

CHEMBL2167

CHEMBL4860
CHEMBL4625

CHEMBL4051

CHEMBL1935
CHEMBL215
CHEMBL221
CHEMBL230

CHEMBL1822

CHEMBL1951
CHEMBL2039
CHEMBL1787
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Oxidoreductase Tyrosinase TYR P14679 CHEMBL1973
Oxidoreductase Xanthine dehydrogenase XDH P47989 CHEMBL1929
Phosphatase 3Dua| specificity protein phosphatase DUSP3 P51452  CHEMBL2635
Phosphatase Receptor-type tyrosine-protein PTPRS Q13332  CHEMBL2396508
phosphatase S
Phosphodiesterase  Phosphodiesterase 4B PDE4B Q07343 CHEMBL275
Phosphodiesterase  Phosphodiesterase 4D PDE4D Q08499  CHEMBL288
Phosphodiesterase  Phosphodiesterase 5A PDESA 076074  CHEMBL1827
Primary active ATP-binding cassette sub-family G ABCG2 QIUNQO  CHEMBL5393
transporter member 2
Primary active Multlfirug resistance-associated ABCC1 P33527 CHEMBL3004
transporter protein 1
Primary active P-glycoprotein 1 ABCB1 P0S183  CHEMBLA302
transporter
Primary active Transitional endoplasmic reticulum VCP P55072 CHEMBL1075145
transporter ATPase
Protease Beta-secretase 1 BACE1 P56817 CHEMBL4822
Protease Cathepsin (B and K) CTSB P07858 CHEMBL4072
Protease Epoxide hydratase EPHX2 P34913 CHEMBL2409
Protease Kallikrein 1 KLK1 P06870 CHEMBL2319
Protease Kallikrein 2 KLK2 P20151 CHEMBL2442
Protease Matrix metalloproteinase 1 MMP1 P03956 CHEMBL332
Protease Matrix metalloproteinase 12 MMP12 P39900 CHEMBL4393
Protease Matrix metalloproteinase 13 MMP13 P45452 CHEMBL280
Protease Matrix metalloproteinase 14 MMP14 P50281 CHEMBL3869
Protease Matrix metalloproteinase 2 MMP2 P08253 CHEMBL333
Protease Matrix metalloproteinase 3 MMP3 P08254 CHEMBL283
Protease Matrix metalloproteinase 7 MMP7 P09237 CHEMBL4073
Protease Matrix metalloproteinase 8 MMP8 P22894 CHEMBL4588
Protease Matrix metalloproteinase 9 MMP9 P14780 CHEMBL321
Protease Plasminogen PLG P00747 CHEMBL1801
Protease Thrombin F2 P00734 CHEMBL204
Protease Thrombin and coagulation factor X F10 P00742 CHEMBL244
Secreted protein InsuI|r‘1-I|ke growth factor binding IGFBP3 P17936 CHEMBL3997
protein 3
Secreted protein Interleukin-2 IL2 P60568 CHEMBL5880
Secreted protein Plasminogen activator inhibitor-1 SERPINE1  P05121 CHEMBL3475
Secreted protein Testls_-speaflc androgen-binding SHBG P04278 CHEMBL3305
protein
Secreted protein TNF-alpha TNF P01375 CHEMBL1825
Secreted protein Transthyretin TTR P02766 CHEMBL3194
Secreted protein Vascular endothelial growth factor A VEGFA P15692 CHEMBL1783
Surface antigen Coagulation factor Vll/tissue factor F3 P13726 CHEMBL4081
Taste family G
protein-coupled Taste receptor type 2 member 31 TAS2R31 P59538 CHEMBL2034804
receptor
Transcription factor Aryl hydrocarbon receptor AHR P35869 CHEMBL3201
Transcription factor Hypoxia-inducible factor 1 alpha HIF1A Q16665 CHEMBL4261
Transcription factor > 6nal transducer and activator of gy P42224  CHEMBL6101
transcription 1-alpha/beta
Transcription factor Tumour suppressor p53/oncoprotein TP53 P04637 CHEMBL4096

Mdm?2




Transferase

Transferase

Transferase

Unclassified
protein
Unclassified
protein
Unclassified
protein
Unclassified
protein
Unclassified
protein
Unclassified
protein

Unclassified
protein

Voltage-gated ion

channel

Writer

Writer

Alpha-(1,3)-fucosyltransferase 7
Beta-galactoside alpha-2,6-
sialyltransferase 1
CMP-N-acetylneuraminate-beta-1,4-
galactoside alpha-2,3-
sialyltransferase

14-3-3 protein gamma
Alpha-synuclein
Hepatocyte nuclear factor 4-alpha

Microtubule-associated protein tau

NEDDS8-activating enzyme E1
regulatory subunit

Placenta growth factor

Troponin, cardiac muscle

HERG

DNA (cytosine-5)-methyltransferase
1

Protein-arginine N-
methyltransferase 1

FUT7
ST6GAL1

ST3GAL3

YWHAG

SNCA

HNF4A

MAPT

NAE1l

PGF

TNNC1
TNNT2
TNNI3

KCNH2

DNMT1

PRMT1

Q11130
P15907

Q11203

P61981

P37840

P41235

P10636

Q13564

P49763

P63316
P45379
P19429

Q12809

P26358

Q99873

190

CHEMBL3596077

CHEMBL3596075

CHEMBL3596076

CHEMBL1293296

CHEMBL6152

CHEMBL5398

CHEMBL1293224

CHEMBL2016431

CHEMBL1697671

CHEMBL2095202

CHEMBL240

CHEMBL1993

CHEMBL5524
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Tabla D. 1. Especies vegetales asociadas a A. lechuguilla en la zona de muestreo.
Identificacidn realizada por el Dr. David Castillo-Quiroz.

Matehuala (San Luis Potosi)

Cosme-Tuxtepec (Coahuila)

Nombre cientifico

Familia

Nombre cientifico

Familia

Hechtia texensis
S. Watson
Karwinskia humboldtiana
(Schult.) Zucc.

Yucca carnerosana
(Trel.) McKelvey
Echinocactus platyacantus
Link and Otto
Jatropha dioica
Sessé ex Cerv.

Bromeliaceae

Rhamnaceae

Asparagaceae
Cactaceae

Euphorbiaceae

Leucophyllum laevigatum Scrophulariacea

Standl.
Viguieria stenoloba
S.F. Blake
Prosopis glandulosa
(DC.) F.M. Knuth
Notholaena sinuata
(Lag. ex Sw.) Kaulf.
Cylindropuntia kleiniae
(DC.) F.M. Knuth

Larrea tridentata
(DC.) Coville

Cylindropuntia imbricat
(Haw.) F.M. Knuth

e

Asteraceae
Fabaceae
Pteridaceae

Cactaceae

Zygophyllaceae

Cactaceae

Larrea tridentata
(DC.) Colville
Fouquieria splendens
Engelm.
Euphorbia antisyphilitica
Zucc.

Hechtia texensis
S. Watson
Opuntia microdasys
(Lehm.) Pfeiff.
Flourensia cernua
DC.
Echinocereus stramineus
(Engelm.) Rimpler
Cylindropuntia leptocaulis
(DC.) F.M. Knuth
Cylindropuntia kleiniae
(DC.) F.M. Knuth
Acacia berlandieri
Benth.
Vachellia constricta
(Benth.) Seigler and
Ebinger
Epithelantha micromeris
(Engelm.) F.A.C. Weber ex
Britton & Rose
Agave striata subsp.
Falcata
(Engelm.) Gentry
Echinocereus
conglomeratus
C.F. Forst.
Jatropha dioica
Sessé ex Cerv

Zygophyllaceae

Fouquieriaceae

Euphorbiaceae

Bromeliaceae

Cactaceae
Asteraceae
Cactaceae
Cactaceae
Cactaceae

Fabaceae

Fabaceae

Cactaceae

Asparagaceae

Cactaceae

Euphorbiaceae
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ANEXO E - Prediccion ADMET in silico

Tabla E. 1. Resultados de prediccién in silico de las caracteristicas fisico-quimicas vy
farmacodinamica de los flavonoides del guishe de A. lechuguilla.

A Ca Cy D H I K N Q
formuia | CISHI0  CISH14 CISH11 CISH11 C28H34 Cl6H12  CISH10 CISH12 CI5H12
05 06 06 07 015 07 06 05 05
MW 27024 29027 28724 30324 610.56  316.26  286.24 27225  272.25
#Heavy 20 21 21 22 43 23 21 20 20
atoms
#Aromatic
heavy 16 12 16 16 12 16 16 12 12
atoms
Fraction 0.2 0 0 0.54 0.06 0 0.13 0.13
Csp3
fRotatabl 1 1 1 7 2 1 1 1
e bonds
fiH-bond 6 6 7 15 7 6 5 5
acceptors
fiH-bond 4 5 5 6 8 4 4 3 3
donors
MR 73.99 7433 7617 782 141.41 825 76.01 7157 7157
TPSA 90.9 11038 11429 13452 23429 12036  111.13 8699  86.99
iLOGP 1.89 1.47 2,62 -2.79 1.72 2.35 1.7 1.75 1.75
XLOGP3  3.02 0.36 0.77 0.41 -0.14 1.87 1.9 2.52 2.52
WLOGP  2.58 1.22 2.91 2.61 -1.48 2.29 2.28 2.19 2.19
MLOGP  0.52 0.24 0.32 -0.22 -3.04 031 -0.03 0.71 0.71
f!'gc‘;s'” 2.52 0.98 0.24 025  -1.55 2.06 2.03 2.05 2.05
fgg”‘;ens”s 2.11 0.85 0.32 005  -0.9 1.65 1.58 1.84 1.84
ESOL Log 394 2.22 26 -2.45 -3.28 -3.36 331 -3.49 -3.49
ESOL 1.74E40 7.15E-  1.07E40 1.40E-  8.74E-  8.74E-
Solubility ~ 3.076-02 o 0 319E01 138601 o o
(mg/ml)
ESOL 5.98E-  2.49E-  3.54E- 4.90E- 321E-  3.21E-
Solubility ~ 1.14E-04 o - 523€-04 435604 o o
(mol/I)
ESOL Class  Soluble Soluble  Soluble  Soluble  Soluble Soluble Soluble  Soluble  Soluble
AlilogS  -4.59 224 275 28 -4.33 -4.02 386  -3.99 -3.99
Ali
. 1.66E40 5.10E-  4.79E- 3.98E-  2.77E-  2.77E-
Solubility ~ 6.88E-03 o o 288E02 3.03E02 o -
(mg/ml)
Ali
N 5.72E-  1.78E-  1.58E- 1.39E-  1.02E-  1.02E-
Solubility ~ 2.55€-05 o - 4726-05 957E-05 o o
(mol/l)
Moderat Moderat Moderat
Ali Class ely Soluble  Soluble  Soluble ely ely Soluble  Soluble  Soluble
soluble soluble soluble
Silicos-IT 214 266  -207  -058 -3.94 382 342  -3.42
LogSw
Silicos-IT
" 2.09E40 6.34E-  2.56E+0 1.60E+0 429E-  1.04E-  1.04E-
Solubility ~ 107€-02 | o . ) 365602 oL o
(mg/ml)
Silicos-IT g0 oo 7196~ 221E- 8436 .o ... 1506 3826 382

Solubility 03 03 03 04 04 04




(mol/I)

Silicos-IT
class

Gl
absorptio
n

BBB
permeant
Pgp
substrate
CYP1A2
inhibitor
CYP2C19
inhibitor
CYP2C9
inhibitor
CYP2D6
inhibitor
CYP3A4
inhibitor
log Kp
(cm/s)
Lipinski
#violation
s

Ghose
#violation
s

Veber
#tviolation
s

Egan
#violation
3

Muegge
#violation
s
Bioavailab
ility Score
PAINS
#alerts
Brenk
#alerts
Leadlikene
ss
#violation
s
Synthetic
Accessibili

ty

Moderat
ely
soluble

High

No
No
Yes
No
No
Yes
Yes

-5.8

0.55

2.96

Soluble

High

No
Yes
No
No
No
No
No

-7.82

0.55

3.5

Soluble

High

No
Yes
Yes
No
No
No
No

-7.51

0.55

3.15

Soluble

High

No
Yes
Yes
No
No
No
No

-7.86

0.55

3.18

Soluble

Low

No

Yes

No

No

No

No

No

-10.12

0.17

6.34

Soluble

High

No
No
Yes
No
No
Yes
Yes

-6.9

0.55

3.26

Soluble

High

No
No
Yes
No
No
Yes
Yes

-6.7

0.55

3.14

Soluble

High

No
Yes
Yes
No
No
No
Yes

-6.17

0.55

3.01
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Soluble

High

No
Yes
Yes
No
No
No
Yes

-6.17

0.55

3.01






