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Resumen 

Las saponinas esteroidales presentes en los agaves son metabolitos secundarios involucrados en 

los mecanismos de defensa de las plantas contra el ataque de hongos, bacterias, levaduras y algunos 

insectos. En los procesos de fermentación de las bebidas de agave, las saponinas inhiben el 

crecimiento de algunas levaduras, ocasionando una reducción en los rendimientos de producción. 

Estos mecanismos de inhibición no están del todo entendidos, sólo algunos estudios se han 

realizado con los esteroles de la membrana celular. Además, existe poca información acerca del 

efecto de las saponinas en los polisacáridos de la pared celular y los fosfolípidos de la membrana 

celular de las levaduras. 

Por lo tanto, el principal objetivo del presente trabajo fue caracterizar las saponinas de Agave 

durangensis y Agave salmiana ssp. crassispina, y estudiar su efecto en la pared y la membrana 

celular de dos levaduras fermentativas una Saccharomyces cerevisiae y otra Kluyveromyces 

marxianus aisladas de los procesos de fermentación de las bebidas de agave. 

Se identificó la presencia de tres tipos de saponinas en Agave durangensis y una más en Agave 

salmiana ssp. crassispina, que se han reportado en otras especies de agave. Además, en el extracto 

de A. salmiana se identificaron dos agliconas (manogenina y gentrogenina) de carácter esteroidal 

unidas a una serie de cadenas de azúcares que posiblemente puedan ser dos nuevas estructuras de 

saponinas que no se han reportadas hasta el momento. 

Este estudio se desarrolló en cultivos batch y continuo adicionando diferentes concentraciones 

(0.75, 1.5 y 3 mg mL-1) de extracto de saponinas de Agave durangensis y Agave salmiana ssp. 

crassispina. En donde el extracto de A. durangensis mostró un mayor efecto inhibitorio que el A. 

salmiana en ambas especies de levadura.  

Se observó que la composición de la pared celular muestra cambios específicamente en la relación 

-glucanos/ mananos, que fueron confirmadas con imágenes de microscopia de ambas especies de 

levadura, y también que los fosfolípidos de membrana celular se ven afectados con la reducción 

de las cadenas de acilo y la insaturación de las mismas, cuando ambas levaduras interactúan con 

los extractos de saponinas de ambas especies de agave. Finalmente, se observó una mayor 

resistencia el efecto inhibitorio de las saponinas por parte de K. marxianus ya que esta presentó 

actividad saponinasa, capaz de hidrolizar las saponinas en ambos extractos.  



 
 

  

Profundizar en el conocimiento científico es una de las mejores vías para 

lograr plenitud y libertad 

Pilar Alvarez Pellicero 

Introducción 
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1. Introducción 

En México se producen diferentes bebidas alcohólicas obtenidas de la fermentación de diferentes 

especies de agave. La bebida más conocida es el tequila que se obtiene al fermentar el jugo de A. 

tequilana Weber variedad azul (Arrizon y col. 2006). De acuerdo al Consejo Regulador del Tequila 

(CRT; https://www.crt.org.mx ) el periodo de enero a marzo del 2015 la producción total de tequila 

fue de aproximadamente 56.6 millones de litros y las exportaciones de esta bebida de agave 

registraron un crecimiento del 17.7%, siendo los países de mayor demanda Estados Unidos, 

Francia y España. Sin embargo, en los últimos años otra bebida de agave que ha tenido un 

crecimiento en su producción y demanda es el mezcal. El Consejo Mexicano Regulador de la 

Calidad del Mezcal (COMERCAM; http://www.crm.org.mx/) reporta que en el 2013 se presentó 

un crecimiento del 140% (2.5 millones de litros) en la producción de mezcal en comparación con 

el año anterior, y además los principales países a los que se exportó esta bebida en el 2013 fueron 

Estados Unidos, Australia, Chile, Reino Unido y Alemania.  

El mezcal es una bebida destilada que ha sido protegida por una denominación de origen. De 

acuerdo con esta el mezcal puede ser producido a partir de diferentes especies de Agave, por lo 

que los productores mexicanos pueden usar los recursos disponibles en sus regiones (Martínez-

Aguilar y Peña-Alvarez 2009). La producción del mezcal inicia con la cosecha de las cabezas 

maduras de agave también conocidas como “piñas”. Estas normalmente son cocidas en hornos en 

el piso, posteriormente son molidas en una “taona” para obtener el jugo que se deja fermentar y 

finalmente destilar (Lappe-Oliveras y col. 2008; Narváez-Zapata y Sánchez-Teyer 2009).  

La fermentación en la producción de mezcal, inicia espontáneamente dando lugar a un amplio 

espectro de microorganismos. Durante la fermentación, estos microorganismos consumen los 

azúcares (fructosa y glucosa, principalmente) y otros compuestos (micronutrientes) como sustratos 

para el crecimiento, producción de etanol, dióxido de carbono y compuestos volátiles (esteres, 

alcoholes superiores, aldehídos) que contribuyen a la composición y las cualidades organolépticas 

del mezcal. Por lo tanto, el proceso fermentativo es crucial para la industria del mezcal (Arrizon y 

col. 2006; Arroyo-López y col. 2009; Arellano y col. 2008; Escalante-Minakata y col. 2009). 

Es importante mencionar que, en el caso particular de los procesos de fermentación de bebidas de 

Agave. Se reporta que las levaduras aisladas en vino tienen bajos rendimientos en la producción 

de etanol y compuestos volátiles al fermentar el jugo de Agave tequilana (Arrizon y col. 2006). 

https://www.crt.org.mx/
http://www.crm.org.mx/
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Además, el primer estudio que se realizó, para conocer el proceso de elaboración de las bebidas 

de Agave, fue el de Lachance en 1995 con el objetivo de conocer las especies de microorganismos 

presentes en la producción de tequila. En este estudio se encontró que en el proceso de 

fermentación las levaduras dominantes son Saccharomyces cerevisiae, Zygosaccharomyces bailii, 

Candida milleri y Brettanomyces anomalus, mientras que las especies de levadura secundarias en 

el proceso de fermentación fueron: Brettanomyces bruxellensis, Hanseniaspora guilliermondii, 

Hanseniaspora vineae, Pichia membraneafaciens, Torulaspora delbrueckii y Kluyveromyces 

marxianus (Lachance 1995). En lo que se refiere a la producción del mezcal, las especies de 

levadura que se identificaron en los procesos de fermentación empleando como materia prima el 

jugo de Agave salmiana fueron: Saccharomyces cerevisiae, Kluyveromyces marxianus, Pichia 

kluyveri, Zygosaccharomyces bailii, Clavispora lusitaniae, Torulaspora delbrueckii, Candida 

ethanolica, Saccharomyces exiguus, Pichia fermentans, Candida lusitaniae (Escalante-Minakata 

y col. 2008; Verdugo y col. 2011). En donde las levaduras non-Saccharomyces predominantes, 

encontradas son: Kluyveromyces spp., Zygosaccharomyces spp. y Torulaspora spp. (Verdugo y 

col. 2011). De hecho, la especie de levadura Kluyveromyces marxianus parece estar estrechamente 

relacionada con las fermentaciones que se llevan a cabo con agaves como materia prima (Pérez-

Brito y col. 2007: Lappe-Oliveras y col. 2008). 

Además, en cuanto a la producción de etanol y compuestos volátiles, algunos estudios recientes 

han demostrado que cepas de Kluyveromyces marxianus son capaces de fermentar el jugo de Agave 

tequilana produciendo una mayor concentración de compuestos volátiles y rendimientos 

superiores de etanol en comparación con Saccharomyces cerevisiae (Lopez-Alvarez y col. 2012; 

Segura-García y col. 2015). No obstante, las fermentaciones con A. tequilana presentan una mayor 

diversidad de levaduras que las fermentaciones con Agave salmiana. Esto se puede deber a que el 

A. salmiana contienen altas concentraciones de saponinas (Zamora y col. 2010), y se conoce que 

estas moléculas son inhibidoras de algunas especies de microorganismos (Miyakoshi y col. 2000). 

Lo anterior, origina que los procesos de fermentación sean diferentes en la producción de etanol y 

compuestos volátiles, particularmente en la producción de mezcal en San Luis Potosí y en Durango 

(Cira y col. 2008; Zamora y col. 2010; Gonzalez-Valdez y col. 2013; Barraza-Soto y col. 2014). 

Por lo tanto, es necesario conocer cuales estructuras de saponinas están presentes en las especies 

de agave empleadas como materia prima para la producción de las bebidas de agave y su 
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interacción con las levaduras presentes en los procesos de fermentación, con el fin implementar 

mejoras en los procesos de producción de estas bebidas de agave. 



 
 

  

La motivación nos impulsa a comenzar y el hábito nos permite continuar 

Jim Ryun 

Antecedentes 
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2. Antecedentes 

Antes de que el maíz fuera cultivado o domesticado, los agaves eran la principal fuente de 

carbohidrato para las poblaciones en las que hoy es el noroeste y noreste de México y suroeste de 

Estados Unidos (Zizumbo-Villareal y col. 2009). La historia de la diversificación de este cultivo 

puede dividirse en tres periodos (Colunga-García Marín y col. 2007): 

1. Como alimento (aproximadamente 11,000 años antes de nuestra era). En este periodo el 

Agave también era utilizado para la elaboración de bebidas, jarabes, vestidos, bálsamos 

para tratar heridas, entre otras cosas. 

2. En la elaboración de bebidas fermentadas. 

3. En la elaboración de bebidas destiladas, con la introducción del proceso de destilación 

filipino por los españoles. Esta etapa comenzó a finales del siglo XVI y ha registrado un 

importante crecimiento comercial en los últimos 50 años. 

En la actualidad los agaves son utilizados principalmente como materia prima para la producción 

de bebidas alcohólicas destiladas como lo son el tequila, el mezcal, el sotol y el bacanora (Lappe-

Oliveras y col. 2008), y para la obtención de fructo-oligosacaridos que actúan como prebióticos y 

fibras dietéticas, ayudando a la función intestinal, digestión y estimulación del sistema inmune 

(López y col. 2003; Ávila-Fernández y col. 2011). Además, en las últimas décadas se ha impulsado 

el estudio del uso de algunas especies de Agave como posible materia prima para la elaboración 

de bio-combustibles, así como en la elaboración de compuestos bio-activos y para la bio-

remediación de suelos (tabla 2.1). 

 

Tabla 2.1 Algunas aplicaciones relevantes de los agaves en la actualidad 

Usos Especie de Agave Referencias 

Como alimento (fibra) y 

bebidas (mezcal, tequila, 

bacanora, pulque, agua miel). 

Agave angustifolia, Agave 

potatorum, Agave cupreata, 

Agave durangensis, Agave 

pacifica, Agave salmiana, 

Agave tequilana 

Buenrostro y col. 2010 

Narváez-Zapata 2010 

Lopez-Alvarez y col. 2012 

Sáyago-Ayerdi y col. 2014 

Zamora-Gasga y col. 2014 
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Tabla 2.1 Algunas aplicaciones relevantes de los agaves en la actualidad (continuación) 

Usos Especie de Agave Referencias 

Fuente de prebióticos y 

compuestos bio-activos 

Agave rzedowskiana, Agave 

ornithobroma, Agave 

impressa, Agave schidigera, 

Agave angustifolia, Agave 

tequilana, Agave salmiana 

Arrizon y col. 2010 

Ávila-Fernandez y col. 2011 

Ahumada-Santos y col. 2013 

Allsopp y col. 2013 

Moreno-Vilet y col. 2014 

Potencial uso biotecnológico 

como bio-combustibles y bio-

remediación  

Agave salmiana, Agave 

sisalana, Agave tequilana, 

Agave fourcroydes, Agave 

mapisaga, Agave foetida, 

Agave lechuguilla, Agave 

cantala, Agave letonae,, 

Agave angustifolia 

Davis y col. 2011 

dos Santos y col. 2011 

Holtum y col. 2011 

Velázquez-Jimenez y col. 2013 

Caspeta y col. 2014 

Yang y col. 2015 

 

2.1 Agave 

El género Agave pertenece a la familia de las Agavaceae que es endémica del continente 

Americano cuenta con 200 especies, de las cuales 150 se encuentran en México, es decir el 75% 

del total. Sólo 116 especies son endémicas o exclusivas de nuestro territorio, de los cuales 

alrededor de 15 especies de agaves son considerados como “agaves mezcaleros” (tabla 2.2), 

distribuyéndose en 24 estados de la República Mexicana. No obstante, el Agave también se cultiva 

en el sur de los Estados Unidos, Kenia, Tanzania y existe un interés reciente en producir agaves 

en Australia (Nava-Cruz y col. 2015). 
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Tabla 2.2 Algunas especies de Agave “mezcaleros” su manejo y distribución (Aguirre y col. 2005) 

Nombres comunes Nombre científico Manejo Distribución 

yavi incoyo (mixteco), 

chelem (maya), hamoc 

(seri), amole, 

bacanora, zapupe, 

espadín, espadilla 

Agave angustifolia 

Se cultiva de manera 

intensiva en Oaxaca. En 

Sonora, es la materia 

prima para el bacanora, 

que se basa en 

poblaciones silvestres y 

cultivos 

Crece en muy 

variados tipos de 

vegetación, de 

Sonora hasta 

Yucatán. Es el 

maguey de más 

amplia distribución 

en México. 

Cenizo Agave durangensis Silvestre 

Planicies áridas y 

Sierra Madre 

Occidental, en 

Durango y 

Zacatecas 

bronco, cimarrón, 

chino, liso, manso, 

verde 

Agave salmiana 

ssp. crassispina 

Silvestre, con manejo; 

se recuperan y plantan 

los hijuelos en sus áreas 

de distribución natural 

 

Matorrales y 

pastizales de la 

Meseta Central, 

particularmente en 

el altiplano 

potosino-

zacatecano. 

según la variedad: 

azul, bermejo, chato, 

chino, mano larga, 

moraleño, pie de mula 

Agave tequilana 

Exclusivamente 

cultivado, con base en 

hijuelos y cultivo in 

vitro. No existe en 

condiciones silvestres. 

 

En las áreas 

productoras de 

tequila: Jalisco, 

Michoacán, 

Guanajuato y 

Tamaulipas. 

dua-bzog (zapoteco), 

arroqueño, blanco, 

castilla, de coyote, de 

rayo, xolo. 

Agave americana 

var. oaxacensis 

Domesticado. La 

variedad oaxacensis de 

la especie A. americana 

se conoce sólo asociada 

al hombre. 

Oaxaca 

 

Es importante mencionar que el número, identidad y distribución de todos los agaves de México 

no se conoce con precisión (Aguirre y col. 2005; Zizumbo-Villarreal y Colunga-García Marín 

2008; Torres-Morán y col. 2008). 

Algunas de las especies de agave que son importantes desde el punto de vista económico ya que 

se utilizan como materia prima para la elaboración de productos (fibra, bebidas, prebióticos) son: 

Agave tequilana Weber var. azul, Agave angustifolia, Agave cupreata, Agave potatorum, Agave 
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americana, Agave karwinskii, Agave utahensis, Agave vilmoriniana, Agave deserti, Agave 

fourcroydes, Agave sisalana, Agave lechuguilla, Agave salmiana y Agave durangensis (Almaraz-

Abarca y col. 2013; Nava-Cruz y col. 2015). 

Muchas de estas especies producen semillas re-calcitrantes o no-viables, y como consecuencia son 

propagados principalmente de manera asexual. Por lo que se ha reducido la diversidad genética, 

teniendo como desventaja ser sujetas a un mayor número de enfermedades y plagas de insectos. 

Esta falta de diversidad genética ha causado, por ejemplo problemas para el cultivo de A. tequilana 

Weber variedad azul. Además otros agaves están amenazados por la extinción como es el caso del 

Agave victoriae-reginae. Por lo tanto, la falta de métodos convencionales eficientes para la 

propagación de Agaves han causado el uso directo de poblaciones salvajes sin remplazarlas en sus 

ambientes naturales reduciendo en números las especies de Agave en México, como es el caso del 

A. durangensis en Durango, A. salmiana ssp. crassispina en Zacatecas, San Luis Potosí y 

Guanajuato (Ramírez-Malagón y col. 2008). 

La investigación aplicada en las plantas de agave durante las décadas pasadas ha tenido un énfasis 

ampliamente básico. La investigación comercial ha sido conducida esencialmente para optimizar 

procesos antiguos y recientemente en el desarrollo de nuevas y prometedoras tecnologías para el 

uso específico de biomoléculas de estas plantas desérticas. Existen considerables oportunidades 

de desarrollo que proveen una posición económica a futuro importante para el Agave (Narváez-

Zapata y Sánchez-Teyer 2009). En este contexto, el comercio del mezcal se ha incrementado 

considerablemente. De acuerdo con el Consejo Regulador del Mezcal (CRM o COMERCAM) en 

los últimos tres años las exportaciones del mezcal crecieron 79%. Siendo estado de Oaxaca el que 

realiza la mayor parte de las exportaciones. Teniendo como marcas destacadas Los Danzantes, 

Maestro Mezcalero, Alipús, Alacrán y 7 Misterios (http://www.elfinanciero.com.mx). Por lo tanto, 

el A. angustifolia del estado de Oaxaca es probablemente la materia prima mejor conocida para el 

mezcal. Aunque también se emplean otras especies de Agave en la elaboración de esta bebida, por 

ejemplo: el A. cupreata en Guerrero, el A. salmiana es ampliamente usado en San Luis Potosí y 

Zacatecas, y el A. durangensis en Durango (Narváez-Zapata y Sánchez-Teyer 2009). 

 

 

http://www.elfinanciero.com.mx/
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2.1.1 Agave durangensis  

En Durango se encuentran 24 especies del género Agave, siendo el Agave durangensis (figura 2.1) 

una de las más importantes debido, a como ya lo hemos mencionado, mantiene la industria del 

mezcal en esa entidad (Almaraz-Abarca y col. 2009). 

 

Figura 2.1 Agave durangensis, distancia genética entre tres poblaciones del estado de Durango: Sierra de 

Registro, El Venado y Temoaya (Almaraz-Abarca y col. 2013). 

La descripción de algunas estructuras somáticas para esta especie dada por Gentry incluye: 

pertenece a la sección Ditepalae, subgénero Agave, presenta rosetas de 80-120 cm de alto, 120-

180 cm de ancho, hojas de 40-90 por 14-22 cm, espina fuerte de 4-6 cm de largo. Algunos autores 

consideran al A. durangensis como una especie compleja en lugar de una especie taxonómicamente 

definida, debido a la ausencia de una relación particularmente cercana con otros miembros de la 

sección Ditepalae. Además raramente hay flores disponibles, que son las estructuras con una 

mayor relevancia taxonómica (Almaraz-Abarca y col. 2013). 

 

2.1.2 Agave salmiana 

El A. salmiana puede producir 44 toneladas de biomasa por hectárea por año, lo que lo hace 

comparado con otros agaves, una especie altamente productiva. Esta productividad aunada al 

hecho de su alto potencial de crecimiento en altas temperaturas hace que el A. salmiana este bien 

posicionado para enfrentar los retos del cambio climático. Taxonómicamente sólo se reconocen 

tres variedades y una subespecie del Agave salmiana: A. salmiana variedad salmiana, A. salmiana 
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var. angustifolia, A. salmiana var. ferox y A. salmiana ssp. crassispina (Ramírez-Higuera 2009; 

Martínez Salvador y col. 2012). 

El A. salmiana ssp. crassispina (figura 2.2) ha sido empleado en la industria del mezcal en el 

altiplano Potosino-Zacatecano desde tiempos coloniales. Sus características morfológicas son: 

roseta de 150 cm alto, 200 cm de ancho, hojas lanceoladas y gruesas con espinas grandes y anchas, 

coloración de verde a verde oscuro, inflorescencia hasta los 800 cm de alto, flores amarillo-

verdosas (Lara-Ávila 2005). 

 

Figura 2.2. Agave salmiana ssp. crassispina, distancia genética entre tres poblaciones del estado de San 

Luis Potosí: El Cuervo (EC), Ipiña (IP), Aquiles Serdán (LS) (Lara-Ávila 2005). 

 

La reproducción más común del A. salmiana ssp. crassispina es a partir de un rizoma (hijuelo), 

que emerge a cierta distancia de la base de la planta, el cual dará lugar a otro individuo, desde su 

primer año la planta genera de 8 a 15 hijuelos (Lara-Ávila 2005). 

 

Finalmente, aunque a simple vista la morfología de los agaves parece ser la misma, su composición 

fitoquímica es compleja y variable, siendo el Agave ornithobroma una de las especies de Agave 

con mayor diversidad de fitoquimicos (Ahumada-Santos y col. 2013).  

Dentro de los metabolitos secundarios que forman parte del Agave podemos encontrar: fructanos, 

triterpenos, esteroides, taninos, cumarinas volátiles, flavonoides, alcaloides y saponinas 

esteroidales, (López y col. 2003; Nava-Cruz y col. 2015; Peña-Alvarez y col. 2004; Yokosuka y 

Mimaki 2009). 
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2.2 Saponinas 

Las saponinas son metabolitos glicosilados de alto peso molecular, utilizados por las plantas como 

mecanismo de defensa contra el crecimiento de hongos, levaduras y bacterias. Su presencia ha sido 

reportada en más de 100 familias de plantas. También se han reportado en animales marinos, como 

en Phylum Echinodermata y particularmente en especies de la clase Holothuroidea y Asteroidea 

(Oleszek y Bialy 2006; Cira y col. 2008). 

Su estructura consta de una parte glúcidica que pueden ser cadenas de glucosa, arabinosa, ramnosa, 

galactosa y xilosa, y una parte no glúcidica denominada sapogenina o aglicona, que puede ser de 

naturaleza triterpénica o esteroidal. La clasificación de las saponinas se hace según la naturaleza 

de la aglicona. Así se distinguen entre saponinas triterpénicas y saponinas esteroidales. Algunos 

autores dividen a las saponinas en un tercer grupo denominando aminas esteroidales o alcaloides 

esteroidales (Sparg y col. 2004). Las saponinas esteriodales se encuentran principalmente en las 

plantas monocotiledóneas, las cuales pertenecen a los géneros Liliaceae, Dioscoreaceae y 

Agavaceae (Guclu-Ustundang y Mazza 2007; Martínez-Martínez 2001). 

Su síntesis en plantas es por la ruta del acetil-CoA vía ácido mavalónico y escualeno. En donde 

una vez formado un precursor esteroide con 27 átomos de carbono, este es deshidrogenado para 

originar 3-colestona. La colestona es hidroxilada en los carbonos 16, 22 y 27. Este compuesto 

intermediario al ser altamente hidroxilado en la cadena lateral, puede sufrir una deshidratación en 

los hidroxilos unidos a los carbonos 16 y 22, lo que origina la 3-furestanona; o también puede 

sufrir además otra deshidratación entre los hidroxilos restantes de las posiciones 22 y 27, lo que 

da lugar al anillo de espirostano propiamente dicho. La 3-espirostanona puede ser reducida a 3-

espirostanol, el cual puede sufrir procesos enzimáticos de glicosilación para originar las saponinas 

esteroidales (Yang y col. 2014; figura 2.3).  

Aunque algunos autores también sugieren que las agliconas (sapogeninas) esteroidales se pueden 

producir a partir de los esteroides de las plantas seguidas por una oxidación en los carbonos C-16, 

C-22, C-27, seguido por el cierre del anillo, debido a que se ha observado que en las especies de 

Agave y Dioscoreaceae cuando la concentración de esteroides es alta la concentración de 

sapogenina es baja y viceversa (Heftmann 1963). 
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Figura 2.3 Síntesis de saponinas esteroidales en plantas (Martínez-Martínez 2001) 

 

Anteriormente las saponinas se empleaban como detergentes debido a su naturaleza amfifilica con 

la presencia de una aglicona (sapogenina) lipo-soluble y cadenas de azúcares solubles en agua. No 

obstante, el descubrimiento de que las saponinas poseen un amplio rango de actividad bioactiva, 

como lo es su actividad anti-insectos, anti-hongos, anti-viral, anti-levadura, anti-cáncer, 

antitumoral, entre otras (tabla 2.3). No solo limitó su uso tradicional, sino que se comenzó a buscar 

aplicaciones principalmente en la industria farmacéutica (Coleman y col. 2010; Chapagain y col. 

2007; Chen y col. 2010; Choi y col. 2015; Guclu-Ustundang y Mazza 2007). 
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Tabla 2.3 Estudios recientes de las actividades bioactivas de las saponinas. 

Tipo de 

saponina 

Especies de 

plantas 
Actividad Referencias 

Triterpenica 

Aesculus 

californica, 

Camellia oleífera 

C. Abel 

Gypsophila 

trichotoma Wender 

var. trichotoma, 

Genista ulicina, 

Cyclamen 

hederifolium, 

Gleditsia caspica 

Deft. 

Citotóxica 

Altunkeyik y col. 2012 

Boutaghane y col. 2013 

Voutquenne y col. 2013 

Yuan y col. 2013 

Melek y col. 2014 

Zhou y col. 2014 

Wu y col. 2015 

 

Microsechium 

helleri, Sicyos 

bulbosus 

 

Anti-insectos 

Nematicida 

Fitotóxica 

Hernández-Carlos y col. 2011 

Calliandra 

pulcherrima, 

Gypsophila 

arrostii, 

Gypsophila 

pilulifera, 

Gypsophila simonii 

Hemolítica 

Adyuvante 

Arslan y Celik 2013 

da Silva y Parente 2013 
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Tabla 2.3 Estudios recientes de las actividades bioactivas de las saponinas (continuación). 

Tipo de 

saponina 

Especies de 

plantas 
Actividad Referencias 

Triterpenica 

Gynostemma 

pentaphyllum 

Anti-inflamatoria 

Inhibidora de la 

enzima -glucosidasa 

Yang y col. 2013 

Aralia taibaiensis, 

Gypsophila 

arrostii, 

Gypsophila 

pilulifera, 

Gypsophila simonii 

Antioxidante 

Anti-diabetes 

Bi y col. 2012 

Arslan y Celik 2013 

Weng y col. 2014 

Esteroidal 

Liriope sp. 

Dioscorea 

zingiberensis C. H. 

Wright 

Ruscus aculeatus 

Smilax sp. 

Lilium longiflorum 

Thunb 

Anti-diabetes 

Anti-inflamatoria 

Anti-asmática 

Laxante 

Antioxidante 

Anti-cáncer 

Anti-trombótica 

Antiviral 

Inmunosupresor 

Challinor y col. 2012 

Mari y col. 2012 

Esposito y col. 2013 

Zhang y col. 2014 

Choi y col. 2015 

 

Ophiopogon 

japonicus 

 

Citotóxica Li y col. 2013 
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Tabla 2.3 Estudios recientes de las actividades bioactivas de las saponinas (continuación). 

Tipo de 

saponina 

Especies de 

plantas 
Actividad Referencias 

 

Paris polyphylla 

var. yunnanensis 

Allium sativum L. 

var Voghiera 

Allium nigrum L. 

Sapindus saponins 

Allium cepa L. 

 

Antimicrobiana 

Anti-fúngico 

 

Lanzotti y col. 2012 

Lanzotti y col. 2012 b 

Qin y col. 2012 

Mostafa y col. 2013 

Heng y col. 2014 

 

Agave offoyana Fitotóxica Pérez y col. 2013 

Alcaloides 

esteroidales 

Solanum tuberosum 

Solanum 

lycoperiscum 

Solanum nigrum 

Solanum 

melongena 

Solanum 

elaeagnifolium 

Antiviral 

Antioxidante 

Citotoxica 

Anti-cancer 

Anti-fúngico 

Anti-inflamatirio 

Akter 2013 

Friedman 2015 

Njeh y col. 2016 

 

Es importante mencionar, que la concentración de saponinas se ve afectada por la especie de 

planta, el origen genético, así como también de los factores ambiental y agronómico, como lo 

puede ser el crecimiento de la planta, los procedimientos de colecta y almacenamiento (Guclu-

Ustundang y Mazza 2007). 

Por lo anterior, la planta que más ha sido estudiada en la caracterización y aislamiento de saponinas 

es el ginseng (Wu y col. 2001; Cheng y col. 2010; Wang y col. 2012) debido a que presenta 

diferentes actividades biológicas. Aunque también se ha registrado la presencia de saponinas en la 

alfalfa, la soya, espárragos, tomate y algunos cereales, como por ejemplo la avena (Oleszek 2002; 

Osbourn 2003), y su distribución se ha encontrado en diferentes partes de las plantas. Por ejemplo 

en las raíces de Medicago truncatula y Allium nigrum, y/o en las semillas de Capsicum annum I. 
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En el Agave la concentración más alta de saponinas se localiza en la hoja (Novel 1998; Cheok y 

col. 2014). 

 

2.2.1 Saponinas de Agave 

Los jugos de las hojas de los agaves (Agave difformis, A. lechuguilla, A. toumeyana, A. 

vilmoriniana, A. schott, A. durangensis, A. salmiana, A. tequilana, A, angustifolia, A. cupreata, 

por ejemplo) presentan saponinas de carácter esteroidal (Novel 1998). Las saponinas esteroidales 

se pueden dividir de acuerdo a su estructura en saponinas esteroidales de tipo espirostano o 

furostano. 

Las saponinas esteroidales espirostano la estructura de su sapogenina consta de 27 carbonos, 

generalmente comprimidos por una estructura de seis anillos, mientras que las saponinas 

esteroidales del tipo furostano presentan en la posición 26 un enlace glicosilado y la estructura de 

la sapogenina permanece pentaciclica (Yang y col. 2006; Figura 2.4). 

 

 

Figura 2.4 Estructura de sapogeninas de Agave (a) espirostano y (b) furostano. 

Estudios realizados en A. decipiens muestran la presencia de cuatro tipos de saponinas esteroidales, 

mientras que en A. utahensis se aislaron 15 saponinas, de las cuales 5 fueron identificadas como 

saponinas con estructura espirostano y 3 con estructura furostano (Abdel-Gaward y col. 1999; 

Yokosuka y Mimaki 2009). Por lo tanto, el tipo y concentración de saponinas varía de una especie 

a otra. Además de que su concentración puede variar de acuerdo al estado de madurez de cada 

planta (tabla 2.4). 

 

a 
b 
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Tabla 2.4 Saponinas identificadas en algunas especies de Agave por Resonancia Magnética Nuclear 

(Ahmad y Basha 2007) 

A. americana L. 
A. attenuata 

Salm-Dyck 
A. cantala Roxb A. kerchovei 

A. lophantha 

Schiede 

A. sisalana 

Perrine 

agamenoside a 

agave 

attenuata 

saponin 

agave cantala 

saponin 1 
melongoside a 

agave 

lophantha 

saponin 1 

dongnoside a 

agamenoside b 

agave 

attenuata 

saponin 1 

agave cantala 

saponin 2 
  

agave 

lophantha 

saponin 2 

dongnoside b 

agamenoside c   
agave cantala 

saponin 3 
    dongnoside c 

agamenoside d   
agave cantala 

saponin n 
    dongnoside d 

agamenoside e   agaveside a     dongnoside e 

agamenoside h   agaveside b       

agamenoside i   agaveside c       

agamenoside j   agaveside d       

agavoside c   cantalanin-a   

  

  

agavoside e   cantalanin-b       

agavoside h   cantalasaponin 1       

saponin d   cantalasaponin 2       

agavoside a   cantalasaponin 3       
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Tabla 2.4 Saponinas identificadas en algunas especies de Agave por Resonancia Magnética Nuclear 

(Ahmad y Basha 2007) (continuación) 

A. 

americana 

L. 

A. attenuata Salm-

Dyck 

A. cantala 

Roxb 

A. 

kerchovei 

A. lophantha 

Schiede 

A. sisalana 

Perrine 

agavoside b   
cantalasapon

in 4 
      

agavoside c1           

agavoside d           

agavoside f           

agavoside g           

hosta 

longipes 

saponin 5 

          

polianthes 

tuberosa 

saponin 9, 

agamenoside 

f 

          

yucca 

gloriosa 

saponin yg-1 

          

cantalasapon

in 1 
          

 

En el caso de las saponinas de agave, se han realizado estudios para reportar la actividad 

antimicrobiana de algunas especies de Agave (A. americana, A. montana, A. marginata, A. ferox, 

A. scabra, A. lecheguilla, A. picta, A. lophanta) principalmente en levaduras y hongos patógenos 

(Yang y col. 2006; Verastegui y col. 2008; Siddhapura y col. 2011). Además, debido a su 
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naturaleza esteroidal las saponinas de agave pueden presentar actividad antitumoral, 

hipoglicemica, inmonuregulatoria en la prevención y tratamiento de enfermedades 

cardiovasculares (Yang y col. 2006), teniendo así un prometedor espectro de futuras 

investigaciones. 

La búsqueda de saponinas en plantas que presente una o más actividades bioactivas como: 

actividad analgésica, antialérgica, anti-fúngica, anti-inflamatoria, anti-tumoral, antioxidante, 

citotóxica, diurética, entre otras (Guclu-Ustundang y Mazza 2007), ha ocasionado el desarrollo de 

nuevas tecnologías de extracción con el propósito de maximizar los rendimientos. 

 

2.2.2. Extracción y purificación de las saponinas esteroidales 

En los métodos de extracción de las saponinas esteroidales, usualmente se obtiene un extracto en 

polvo seco, que posteriormente es diluido en metanol, etanol o en una solución con 50% de etanol 

o metanol a temperatura ambiente. Existen técnicas convencionales de extracción como la 

maceración, Soxhlet, extracción por reflujo, y técnicas no convencionales, amigables con el 

ambiente, como la extracción por ultrasonido, microondas y extracción acelerada de solventes 

(ACE). Usualmente el extracto es concentrado, y fraccionado con acetato de etilo y n-butanol. Para 

su separación y purificación se utilizan comúnmente la cromatografía en capa fina (TLC) con gel 

de sílice usando como fase móvil cloroformo y metanol o cloroformo, metanol y agua. 

Actualmente, para hacer una extracción de la mezcla cruda de las saponinas se utiliza una columna 

compuesta por una resina de dietilbenceno con etilbenceno (Dianion HP-20), usualmente la 

saponina es obtenida en el eluyente que va de 70-100% de metanol. Una vez fraccionado los 

compuestos en la columna, se emplea una TLC preparativa para poder separar las saponinas de 

forma individual (Meagher y col. 2001; Skhirtladze y col. 2006; Temraz y col. 2006; Theunis y 

col. 2007; Kim y col. 2008; Cheok y col. 2014). 

 

2.2.3. Caracterización de las saponinas 

La identificación de la estructura de la saponina se puede dar por la combinación de los métodos 

químicos y espectrofotométricos. Se ha encontrado que la mayoría de las agliconas en los agaves 
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son esteroidales del tipo espirostano, que exhiben en el infrarojo (IR) absorciones a los 918 y 900 

cm-1 (Mahato y col. 1982; Martínez-Martínez 2001). 

Para la elucidación de la estructura de la saponina, por métodos convencionales, se inicia con una 

hidrólisis ácida separando la parte glucídica de la saponina. La estructura de los azúcares es 

identificada, por ejemplo, por cromatografía de líquidos (HPLC), y la aglicona es identificada ya 

sea por IR o por TLC (Oleszek y Bialy 2006). 

Debido a que las saponinas esteroidales saturadas no presentan absorción en la UV (Oleszek 2002), 

es muy complicado la elucidación de su estructura por métodos convencionales. Sin embargo, 

existen otros métodos más robustos en donde se puede conocer de forma más puntual la estructura 

de la saponina como es el caso de la resonancia magnética nuclear (RMN) o la espectrometría de 

masas (MS) 

Al utilizar la espectrometría de masas para el análisis de las saponinas, se pueden usar diferentes 

fuentes de ionización suave, como lo son (Kind y Fiehn 2010): 

o Electroespray (ESI), que es usada para moléculas ionizables disueltas en un solvente polar 

volátil bombardeadas a través de un capilar de acero mediante nitrógeno formando un 

aerosol de pequeñas gotas con moléculas cargadas promovidas por un campo eléctrico. 

o Bombardeo rápido de haz atómico (FAB), donde la muestra es disuelta en una matriz 

líquida (por ejemplo, glicerol) no volátil que es bombardeada por un rayo atómico de un 

gas inerte (Ar, Xe). 

o Desorción laser asistida por una matriz (MALDI), la muestra es mezclada con una matriz 

de moléculas altamente ionizable (por ejemplo, 2,5-dihidroxibenzoico (DHB)). La matriz 

ayuda a ionizar la muestra una vez que el haz del láser incide sobre la mezcla de matriz-

muestra, y exista a los iones por el impacto tanto de la muestra como los de la matriz. 

Una vez que la muestra es ionizada a través de ESI, FAB o MALDI, la muestra ionizada es 

conducida a través de cuadrupolos o túneles de tipo de vuelo para detectar la relación de masa 

carga (m/z) del compuesto, por lo que al realizar el análisis por espectrometría de masas no solo 

se tiene conocimiento sobre el peso de la molécula, sino que también da una idea de cómo están 

enlazadas las moléculas de acuerdo a su ionización (Sahu y col. 2008; Zhu y col. 2010; Kang y 

col. 2012). Varias investigaciones en saponinas contenidas en plantas se han identificado por 
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HPLC-MS (Li y col. 2006). Sin embargo, para su identificación molecular se requiere que sean 

estructuras aisladas y que se conozca el peso esperado aproximado, así como también se 

recomienda realizar otros análisis complementarios para confirmar su estructura, como lo es el IR 

o RMN. 

Finalmente es importante mencionar, que los efectos de la temperatura afectan fuertemente la 

extracción de las saponinas y por ende su eficiencia en la purificación y en la caracterización 

debido a que las saponinas podrían ser hidrolizadas a una polaridad más baja a temperaturas por 

arriba de los 60 °C. Este cambio en la polaridad afectaría las actividades biológicas que pudieran 

tener las saponinas,  como por ejemplo su actividad anti-microbiana (Zhang y col. 2013). 

 

2.2.4 Actividad anti-microbiana de las saponinas 

Las plantas producen las saponinas como medio de protección, el mecanismo por el cual estos 

compuestos actúan como medio de defensa no es conocido del todo. Sin embargo, ha sido 

propuesto en diferentes modelos celulares que las saponinas interactúan con los esteroles de la 

membrana plasmática originando un incremento en la permeabilidad y eventualmente en la 

formación de poros (figura 2.5) originando el escape de los contenidos celulares (Kaczorek y col. 

2008; Augustin y col. 2011).  

Glauert y colaboradores (1962) fueron los primeros en proponer un modelo de acción de las 

saponinas en las membranas de eritrocitos. Este modelo sugiere la formación de un complejo 

espontáneo entre las saponinas y el esterol de la membrana celular, en este caso del colesterol. 

Posteriormente la cadena hidrofilica de las saponinas, permite la formación de un poro acuoso, 

que causa el incremento de la permeabilidad de la membrana. 
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Figura 2.5 Efecto de las saponinas en la membrana celular (Glauert y col. 1962; Augustin y col. 2011). 

 

También ha sido reportado que las saponinas generan cambios en la composición de ácidos grasos 

de la membrana celular de los hongos (Simonin y col. 2007). Además se ha observado un efecto 

dual al emplear la saponina α-tomatidina y su aglicona (sapogenina) la tomatidina en la membrana 

celular de S. cerevisiae, ya que la primera ocasiona una permeabilización en la membrana celular, 

mientras que la segunda afecta la síntesis del ergosterol debido a que propicia la acumulación del 

precursor zimosterol, ocasionando que la membrana no sea lo suficientemente rígida, generando 

el escape de los contenidos celulares. También se observó este mismo efecto de la 

permeabilización de la membrana con saponinas como la digitonina y la -hederina (Simons y col. 

2006). 

En cuanto a las saponinas presentes en los agaves, se ha reportado que la actividad anti-fúngica 

depende de la estructura de la saponina presente en los agaves. Por lo tanto, las saponinas con 

estructura espirostano presentan una alta inhibición en comparación con las de estructura 

furostano. Además, las saponinas que tienen una cadena ramificada de trisacáridos sin ningún 

enlace de oxígeno en las posiciones C-2 y C-12 exhiben una alta actividad inhibitoria, mientras 

que las saponinas con enlaces 2β-hidoxil muestran poca o ninguna actividad, y las saponinas que 
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presentan en la mitad de su estructura enlaces de disacáridos muestran poca actividad inhibitoria 

(Miyakoshi y col. 2000; Yang y col.2006; Siddhapura y col. 2011).  

Finalmente, se ha observado que las levaduras S. cerevisiae en fermentaciones con jugo de A. 

tequilana la composición del jugo induce cambios en la pared celular, uno de estos inductores 

podrían ser las saponinas presentes en el jugo, por lo que estos compuestos podrían ser los 

responsables en la inhibición de S. cerevisiae en fermentaciones tradicionales en el proceso de 

producción de mezcal utilizando A. salmiana como materia prima (Aguilar-Uscanga y col. 2007). 

No obstante, algunos hongos presentan resistencia a las saponinas presentes en las plantas como 

es el caso de Sapindus saponaria que presenta un hongo que produce enzimas glicosil hidrolasas 

que inhiben la actividad de las saponinas presentes en la planta (Heftmann 1963; Kohara y col. 

2007; Amaral y col. 2008). Estas enzimas son específicas a algunos tipos de saponinas y 

pertenecen a la misma familia de las -glucosidasas y podrían estar relacionadas con proteínas que 

están localizadas en la pared celular de algunos microorganismos (Rosi y col. 1994; Bernards y 

col. 2011). Por lo tanto, el hongo más estudiado en la resistencia a las saponinas es el G. graminis 

var. avenae presente en la avena (Carter y col. 1999; Bernards y col. 2011).  

Aunque, también existen hongos resistentes a las saponinas presentes en el tomate como lo es el 

Septoria lycopersici y se ha observado que su resistencia se debe no solo a la secreción de enzimas 

sino también a la conformación de su pared y membrana celular (Lairini y col. 1996). En este 

contexto, se ha observado en diferentes procesos de fermentación de bebidas de agave la presencia 

de Kluyveromyces marxianus como una de las levaduras predominantes (Lappe-Oliveras y col. 

2008), por lo que se podría suponer que esta levadura resiste la concentración de saponinas 

presentes en los jugos de agave.  

 

2.3 Levaduras 

La historia de las levaduras en asociación con la sociedad es sinónimo de la evolución de la 

producción del pan, cerveza y vino como alimento y bebidas globales, desde hace 

aproximadamente 5000 años. En la actualidad, el impacto de las levaduras en la producción de 

alimentos y bebidas se extiende más allá de las nociones originales de la producción de pan, vino 

y cerveza por Saccharomyces cerevisiae. Muchos ingredientes valiosos y coadyuvantes son ahora 
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derivados de las levaduras (Fleet 2006). Por ejemplo, en la producción de alimentos para animales 

se utilizan los polisacáridos de la pared celular de las levaduras (Kwiatkowski y Kwiatkowski 

2012). 

Las levaduras son microorganismos unicelulares que están dispersos en diferentes ambientes, 

donde su colonización está íntimamente relacionada a su adaptabilidad fisiológica. Las rutas 

metabólicas centrales son básicamente idénticas entre las diferentes especies, sugiriendo que estos 

microorganismos pueden constituir a un grupo metabólico homogéneo. Sin embargo, el 

mecanismo para la obtención de nutrientes, el número de enzimas y más importante la regulación 

de la fermentación y respiración difiere sustancialmente y hace a las levaduras un grupo altamente 

heterogéneo y complejo (Zamora 2009). En un ambiente natural las especies de levadura tienen 

una amplia gama de fuentes de carbono como alimento (por ejemplo, ácidos orgánicos, alcoholes, 

aminoácidos), pero preferentemente metabolizan azúcares. La información relacionada al 

metabolismo de las diferentes fuentes de carbono es enorme, la más ampliamente estudiada es el 

azúcar como hexosa (glucosa, fructosa, galactosa o manosa) y disacáridos (maltosa o sacarosa), 

así como también compuestos de dos carbonos (etanol o acetato). La red metabólica empleada para 

el metabolismo de las hexosas y disacáridos comparte las mismas rutas y solo difieren en los pasos 

básicos iniciales del metabolismo (Rodrigues y col. 2006). 

La especie de levadura de la que se tiene un mejor conocimiento es S. cerevisiae, esta levadura es 

excepcional debido a que es una de las pocas levaduras que pueden crecer anaeróbicamente y 

también en condiciones aeróbicas, esta levadura muestra un inusual comportamiento (van Dijken 

y col. 1993). No obstante, en los últimos años, otras levaduras además de S. cerevisiae han ganado 

cierto interés industrial, como es el caso de K. marxianus debido a que posee la capacidad de 

asimilar diferentes azúcares (Fonseca y col. 2013), además de presentar una velocidad de 

crecimiento alta, ser termotolerante y tener una alta capacidad secretora (Lane y Morrissey 2010). 

 

2.3.1 Saccharomyces cerevisiae 

La historia del genero Saccharomyces comienza a principios del siglo XIX, cuando en 1838 

Meyen, introduce el nombre genérico, llamando a la levadura de la cerveza Saccharomyces 

cerevisiae (Barnett 1992). 
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En la actualidad Saccharomyces cerevisiae es el microorganismo más usado industrialmente. De 

hecho fue uno de los primeros organismos en ser modificados genéticamente para producir aditivos 

alimenticios (Verstrepen y col. 2006).  

Muchas herramientas biológicas, como la secuenciación de su genoma, su perfil transcripcional, 

estudios metabolómicos, estimaciones de su flujo de carbono, modelado in silico del genoma y 

bioinformática se han aplicado primero en S. cerevisiae (Otero y col. 2013). 

Esta levadura esta tradicionalmente asociada con la producción de bebidas alcohólicas (cerveza, 

vino y cidra), debido a su capacidad de fermentar uno o más azúcares para producir etanol (Barnett 

1992). Aunque también se emplea para la producción de alimentos, fármacos y últimamente para 

la producción de bioetanol y se ha estudiado su uso para aplicaciones ambientales como la 

remoción de metales pesados (Soares y Soares 2012; Kim y col. 2013). 

 

2.3.2 Kluyveromyces marxianus 

La primera vez que fue descrita Kluyveromyces marxianus fue en 1888 por E. C. Hansen, en aquel 

entonces fue nombrada Saccharomyces marxianus en honor a Marx quien fue la persona que 

originalmente la aisló por primera vez de la uva. Debido a su morfología, a la capacidad de 

fermentar y oxidar diferentes azúcares, y a la hibridación entre cepas, cuando se compararon con 

otras cepas de Saccharomyces, fue necesario reclasificar las especies S. fragilis, S. marxianus y S. 

lactis en una nueva taxonomía. Por lo que en 1956, van der Walt describe el nuevo género de 

Kluyveromyces (Fonseca y col. 2008). 

Esta levadura, al igual que S. cerevisiae, es una levadura respiro-fermentativa. Sin embargo, 

debido a que S. cerevisiae es una levadura Crabtree positiva, lo que la hace requerir un controlado 

suplemento de carbono para evitar el metabolismo fermentativo, que es poco deseable cuando se 

requiere obtener altas cantidades de biomasa con el objetivo de producir compuestos de alto valor 

agregado como proteínas. Las levaduras Crabtree negativas, como es el caso de K. marxianus, en 

términos de metabolismo energético son levaduras más factibles para la producción de estos 

compuestos (van Dijken y col. 1993; Fonseca y col. 2007; Lane y Morrissey 2010). 
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Por lo tanto, K. marxianus posee ciertas aplicaciones de interés biotecnológico que son atractivas 

para la industria (Morrissey y col. 2015): 

1. Producción de -galactosidasa e inulinasa: La asimilación de lactosa es poco común en 

las levaduras, pero es posible en K. marxianus. Además la capacidad de uso de inulina 

como una sola fuente de carbono es una de las herramientas de diagnóstico que se usan 

para identificar cepas de K. marxianus. 

2. Termotolerancia: Todas las cepas de K. marxianus pueden crecer a 44 °C y algunas cepas 

puede tolerar temperaturas de crecimiento mayores a 50°C. 

3. Exhiben altas velocidades de crecimiento: Con tiempos de generación de 45 minutos en 

un medio rico. 

4. Nueva plataforma para la producción de aromas y sabores: Producción de metabolitos 

como el 2-feniletanol y el acetato de etilo. 

5. Levadura respiro-fermentativa: El etanol como subproducto, ha originado el uso de K. 

marxianus en el sector de los biocombustibles. 

Como podemos observar tanto S. cerevisiae como K. marxianus son levaduras potencialmente 

aplicables a la industria, no sólo para la elaboración de bebidas, sino también para la industria 

alimentaria, farmacéutica o bien para la elaboración de biocombustibles o la remediación de suelos 

(sección 2.3.1 y 2.3.2). Por lo tanto, es importante el estudio de los componentes de la levadura 

como lo son su pared y membrana celular, con el objetivo de conocer cómo es que interactúa la 

levadura con el medio para producir etanol o secretar alguna enzima. 

 

2.3.3 Pared celular en las levaduras 

La capa más lejana que envuelve a la levadura es la pared celular, está mantiene la estructura y la 

rigidez de la célula y es permeable a solutos más pequeños que 600 Da (van der Rest y col. 1995). 

La pared celular de la levadura está constituida por polisacáridos y glicoproteínas en forma de una 

red tridimensional, que funciona como una estructura altamente dinámica. Es capaz de adaptarse 

a cambios fisiológicos (multiplicación logarítmica o estacional), y morfológicos (conjugación, 

esporulación y crecimiento), o a las condiciones ambientales del entorno. Las principales 

funciones de la pared celular están encaminadas a garantizar la supervivencia de la célula, entre 
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estas se pueden incluir las siguientes: mantiene las condiciones de estabilidad osmótica dentro de 

la célula, brinda protección ante condiciones de estrés físico, mantiene la integridad y la forma 

celular durante los procesos de crecimiento y división (Klis y col. 2006); limita la permeabilidad 

de macromoléculas a través de la pared celular y la blinda del ataque de proteínas externas; evita 

el escape hacia el medio externo de moléculas solubles intermediarias durante la construcción de 

la pared celular, y crea los micro-ambientes internos adecuados para la membrana celular durante 

las fases de estancamiento de los cultivos y colonias (Osumi 1998; Klis y col. 2006). 

Los constituyentes individuales de la pared celular se conectan uno con otro por enlaces covalentes 

formando un solo biopolímero supra-molecular. Para encontrar la naturaleza de estas conexiones, 

así como también la estructura de los polisacáridos todos sus elementos deben ser cortados, 

solubilizados, purificados y analizados. En este proceso es casi imposible no dañar algunos 

elementos estructurales y posteriormente distinguir entre los componentes originales de la pared 

celular y los polisacáridos solubles que pudieron estar presentes en el citoplasma o pudieron estar 

“atrapados” dentro de la pared celular. Para la extracción de la pared celular se han desarrollado 

diferentes metodologías, la mayoría de los protocolos emplean la diferenciación de los 

componentes celulares basados en su solubilidad en álcali y/o en ácidos inorgánicos. Los análisis 

químicos de los compuestos de la pared en gran medida dependen de la química del sacárido y la 

proteína. El contenido del sacárido en la pared celular es usualmente determinado por los reactivos 

de fenol-ácido sulfúrico y/o por el reactivo de antrona. Más de 50 años de investigación fueron 

requeridos para establecer la estructura de la pared celular (Farkas 2003; Kwiatkowski y 

Kwiatkowski 2012).  

 

2.3.3.1 Estructura de la pared celular 

La pared celular es una estructura robusta, en S. cerevisiae presenta un grosor de 120 nm, y está 

conformada por dos capas distintas que rodean a la célula. La capa externa en S. cerevisiae es de 

34 ±3 nm de espesor, mientras que su capa interna se estima que es de 86 ± 14 nm de espesor 

(Francois 2016). 

En las levaduras la pared celular está conformada principalmente por 1,3 -glucanos, 1,6 -

glucanos, mananos (manoproteinas) y quitina (tabla 2.5). 
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Tabla 2.5 Macromoléculas de la pared celular (en Saccharomyces cerevisiae) 

Macromolécula 
% peso 

seco 
Lugar de síntesis 

Aplicaciones 

biotecnológicas 
Referencias 

1,3 -glucanos 50-55 
Membrana 

plasmática 

Estimular el 

sistema inmune, 

disminuir el 

colesterol, 

actividad 

antitumoral, 

actividad 

prebiótica 

potencial uso en 

cosméticos  

Klis y col. 2002 

Liu y col. 2008 

Limam y col. 2011  

Novak y col. 2012 

Free 2013 

Da Silva y col. 2014 

Domizio y col. 2014 

Borchani y col. 2015 

Schiavone y col. 2015 

1,6 -glucanos 5-10 

Posiblemente inicia 

en el Aparato de 

Golgi y termina en 

la membrana 

plasmática 

Mananos 

(manoproteinas) 
35-40 

Retículo 

endoplásmico-

Aparato de Golgi-

Membrana 

plasmática 

Actividad 

biosurfactante. 

En vinos 

disminuye la 

astringencia, 

agrega 

complejidad 

aromática, 

incrementa el 

dulzor. 

Quitina 1-2 
Membrana 

plasmática 

Antioxidante 

Antibacteriana 

Anti-fúngica  

 

Los 1, 3 β-glucanos son los mayores componentes y forman el soporte fibroso de la pared celular, 

que es visible en microscopia electrónica de barrido (SEM), existe un número similar de 1, 6 β-
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glucanos unidos a los 1, 3 β-glucanos. La fuerza mecánica de la pared se debe principalmente a la 

capa interna, que consiste de 1, 3 β-glucanos y quitina y representa cerca del 50-60% del peso seco 

de la pared. El complejo 1, 3 β-glucanos/quitina es el mayor constituyente de la parte interna de la 

pared, y los 1,6 β-glucanos enlazan los componentes del interior y el exterior de la pared celular. 

La parte externa contiene principalmente manoproteínas que están involucradas en el 

reconocimiento de célula-célula. Además las manoproteínas, están densamente empacadas y 

limitan la permeabilidad de los solutos (Klis y col. 2002; Lipke y Ovalle 1998). 

Es importante mencionar que los estudios de la química y la estructura de la pared de la levadura 

se han enfocado principalmente en S. cerevisiae y Candida albicans. Finalmente las proporciones 

de los diferentes componentes de la pared celular (β-glucanos, manoproteínas y quitina) pueden 

variar de una especie a otra, en S. cerevisiae existen aproximadamente iguales proporciones de 

manoproteínas y β-glucanos (Nguyen y col. 1998). 

 

2.3.3.2 Función y regulación de la pared celular 

La levadura invierte una cantidad considerable de su energía para la biogénesis de la pared celular, 

que comprende entre el 20-30% del peso seco celular. Aunque hay varias rutas de señalización 

que contribuyen con el mantenimiento de la pared celular, la principal ruta responsable de 

orquestar los cambios de la pared y responder a los retos de esta estructura es conocida como la 

ruta de integridad de la pared celular (CWI, Cell Wall Integrity pathway). La ruta de señalización 

CWI está conformada por una familia de sensores de superficie acoplados a una pequeña proteína 

G llamada Rho1, que activa una serie de efectores, estos regulan diversos procesos incluyendo la 

síntesis de β-glucanos. La ruta CWI es regulada a través del ciclo celular pero es también activada 

en respuesta a una variedad externa de estímulos que causan el estrés de la pared celular (Levin 

2005). Por lo tanto, la integridad de la pared celular se debe mantener en todo momento para 

prevenir la lisis celular, también debe ser constantemente remodelada para soporte del crecimiento. 

Dicha remodelación involucra el rompimiento de enlaces, la introducción de nuevos polisacáridos 

y cadenas de proteínas a la pared y la formación de nuevos enlaces. Las enzimas que catalizan la 

síntesis de la parad celular están localizadas en la membrana plasmática, es importante mencionar 

que la síntesis de los 1, 6 β-glucanos parece ser más compleja que los otros polisacáridos y no del 
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todo comprendida, pero el último paso de su síntesis parece ocurrir en la membrana plasmática 

(Cabib y Arroyo 2013; Figura 2.6).  

 

Figura 2.6 Síntesis y estructura de la pared celular en la levadura (Cabib y Arroyo 2013). 

 

En conclusión, la pared celular es una barrera esencial y eficiente a varias moléculas incluyendo 

iones metálicos, toxinas, proteínas, entre otras. Al no existir la pared el paso libre de estas 

moléculas podría impedir la función adecuada de la membrana plasmática. Por lo tanto, no es de 

sorprenderse que exista una estrecha relación entre estas dos estructuras. Sin embargo, los detalles 

moleculares de su conexión no son del todo conocidos (Francois 2016). 
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2.3.4 Membrana plasmática en las levaduras 

La membrana plasmática forma una barrera relativamente impermeable por moléculas hidrofilicas 

(van der Rest y col. 1995). A diferencia de las bacterias, en donde la membrana citoplasmática 

acomoda todos los procesos asociados a la membrana, las levaduras contienen muchas membranas 

especializadas: 

i. La membrana plasmática separa las otras membranas y los componentes celulares del 

medio externo. 

ii. La membrana mitocondrial está relacionada en la generación de la energía metabólica. 

iii. El retículo endoplásmico (ER) y el aparato de Golgi que están relacionados con la 

síntesis y almacenaje de proteínas lipídicas. 

iv. Las membranas vasculares y peroximales que delimitan funciones metabólicas y 

digestivas especiales. 

 

2.3.4.1 Estructura de la membrana plasmática 

La membrana plasmática forma una barrera lipídica de 7.5 nm de ancho. Contiene una mezcla de 

lípidos polares y proteínas (figura 2.7). Una de sus funciones primordiales es la de aislar los 

procesos metabólicos del medio ambiente (Luevano-Martinez y Kowaltowski 2015). 

 

 

Figura 2.7 Imagen de microscopia electrónica de la pared y membrana celular, y la estructura de la 

membrana celular (Francois 2016). 
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El modelo clásico de Singer y Nicolson describe a la membrana como un continuo “mar” de lípidos 

dotado de proteínas globulares que se mueven de manera indistinta dentro del plano de la 

membrana. En este modelo, los lípidos no solo se difunden libremente en el plano de la membrana, 

también a través de movimientos transversos y rotacionales (flip-flop). La alta movilidad lateral 

de los lípidos en la membrana, se ha cuestionado debido a que la movilidad de un lípido flouresente 

en la membrana de S. cerevisiae se observó que fue anormalmente lenta (van der Rest y col. 1995).  

La membrana plasmática agrupa proteínas involucradas en el transporte de solutos, en la 

transducción de señal, en el anclaje del citoesqueleto y en la síntesis de los compuestos de la pared 

celular. Los lípidos de la membrana están asimétricamente depositados a través de la bicapa. En 

el interior de la membrana de S. cerevisiae son: la fosfatidileltanolamina (PE), fosfatidilinositol 

(PI) y fosfatidilserina (PS), mientras que la parte externa cuenta con fosfatidilcolina (PC) y 

esfingolipidos. Otros lípidos de membrana importantes que se ubican tanto en la parte interna como 

en la externa de la membrana son los esteroles siendo el ergosterol el principal esterol en levaduras 

y hongos, su función es darle rigidez a la membrana (Rattray y col. 1975; Carman y Henry1989; 

van der Rest y col. 1995; Ejsing y col. 2009; Tronchoni y col. 2012). 

Los fosfolípidos son las moléculas esenciales que contribuyen a la estructura y función de la 

membrana. La síntesis de fosfolípidos en S. cerevisiae ocurre por rutas complementarias comunes 

a aquellas encontradas en células de mamíferos. Los fosfolípidos PS, PI y PG son sintetizados por 

la vía CDP-DAG, mientras que los fosfolípidos PE y PC son sintetizados vía la ruta de Kennedy 

(figura 2.8). Es importante aclarar que cuando existe una ausencia de etanolamina o de colina los 

fosfolípidos PE y PC pueden ser sintetizados también por la vía CDP-DAG (Carman y Kersting 

2004; Luevano-Maritnez y Kowaltowski 2015) 



34 
 

 

Figura 2.8 Síntesis de fosfolípidos en Saccharomyces cerevisiae. 

 

 

 



35 
 

2.3.4.2 Composición lipídica y rol de los lípidos en la membrana plasmática 

La composición de ácidos grasos en la levadura muestra una preferencia de los C16 y C18. Un 

total de 33 ácidos que van desde C8-C26 han sido detectados en S. cerevisiae. En las levaduras 

generalmente abundan los ácidos grasos insaturados; siendo el mayor componente el ácido oleico 

(18:1). Aunque también se pueden encontrar como ácidos grasos mayoritarios, el ácido 

palmitoleico (16:1), el ácido palmítico (16:0) y el ácido esteárico (18:0). La insaturación de los 

ácidos grasos en las levaduras, parece estar restringida a la dependencia del oxígeno, el contenido 

de ácidos grasos insaturados en S. cerevisiae decrece bajo condiciones anaeróbicas. Por lo tanto la 

composición de ácidos grasos parece ser la variable más importante en determinar la morfología 

de la membrana (Rattray y col. 1975; Blagovic y col. 2001; Boumann y col. 2003; Tronchoni y 

col. 2012). 

La mayoría de las especies de levadura tienen de un 3-7% de fosfolípidos de ellos 35-55% es PC, 

20-32% PE, 9-22% PI y 4-18% PS (Rattray y col. 1975; Schneiter y col. 1999; Ejsing y col. 2009). 

La respuesta de las membranas a los cambios de temperatura es uno de los parámetros ambientales 

más estudiados, en donde la mayoría de los estudios se enfocan a los cambios en la composición 

lipídica. Se observa que al bajar la temperatura de crecimiento los microorganismos alteran la 

composición de las cadenas de ácidos grasos disminuyendo el nivel de insaturación y la longitud 

de la cadena de hidrocarburos, y además se observa que la composición de los esteroles no presenta 

ningún cambio. Por lo tanto, parece ser que la clave de la regulación de la fluidez de la membrana 

en las levaduras son las proporciones relativas del esterol total y los fosfolípidos (Turk y col. 2011). 

Por otro lado, se ha reportado que el PI es un componente muy importante para los procesos 

tolerantes a inhibidores. Además los dos factores más importantes que influyen en la fluidez de la 

membrana son la saturación de los lípidos de membrana y la longitud de las cadenas de 

hidrocarburos de los lípidos, en el caso particular de la inhibición con furfural los cambios de los 

fosfolípidos de la membrana de algunas cepas de levadura representan una alteración adaptativa 

para compensar las alteraciones fisicoquímicas directas con la interacción del inhibidor (furfural) 

con la membrana celular (Xia y Yuan 2009). 

Por lo tanto, para observar estas modificaciones en la estructura de la membrana se debe considerar 

que el estudio en medios de cultivo en batch pueden enmascarar las diferencias fisiológicas. Por 
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lo que la aplicación de un cultivo continuo en donde su estado estacionario de crecimiento puede 

ser perturbado con pulsos de extracto de saponinas, puede ayudarnos a entender como las 

saponinas interactúan con los polisacáridos de la pared celular y los lípidos de la membrana 

plasmática en las levaduras (Hoskinsson y Hobbs 2005; Rattray y col. 1975). 

 

2.4 Cultivo en continuo 

Desde su introducción en 1950, los cultivos en continuo han sido una herramienta útil para el 

estudio de la biología de varias especies y ha adoptado muchos contextos industriales como el de 

la cerveza y el tratamiento de desechos (Matteau y col. 2015). 

Un cultivo en continuo es alimentado con una solución de nutrientes para mantener la población 

de microorganismos en la fase exponencial de crecimiento. En el cultivo en continuo se alcanza 

“el balance de crecimiento” en donde los niveles de microorganismos, producto y los componentes 

del medio y la salida de los productos son constantes. Esta condición es referida como un “estado 

estacionario” (estado de residencia) de crecimiento (figura 2.9). Para poder mantener el cultivo en 

estado estacionario se alimenta medio estéril y fresco al cultivo al mismo tiempo que es removido 

medio que contiene células y producto de cultivo. Bajo estas condiciones, la velocidad en que las 

nuevas células son producidas en el fermentador es igual a la velocidad en que las células están 

saliendo del fermentador (Doran 1995). 

 

 

Figura 2.9 Esquema del cultivo en continuo (chemostat) 
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Un tipo de sistema que es ampliamente usado para el cultivo en continuo es el chemostat. Este 

sistema depende de la concentración de un nutriente esencial dentro del cultivo que controla la 

velocidad de crecimiento de las células. En general, el nutriente es limitado a una cantidad que 

restrinja el crecimiento, y el cultivo es removido a la misma velocidad en que el nutriente es 

adicionado (Doran 1995; Dunn y col. 2003). 

Cuando se alcanza las condiciones del estado estacionario en el chemostat la tasa de dilución (D) 

es igual a la velocidad específica de crecimiento (). Por lo tanto, se puede calcular fácilmente el 

promedio del  tiempo de generación de crecimiento del microorganismo. El resultado clave de este 

sistema es que el crecimiento de los microorganismos, que puede ser manipulado para conocer las 

velocidades más cercanas a lo que ocurre en la naturaleza (Kieran y Berovic 2001). 

Para el balance de la concentración de células de un chemostat se emplea la siguiente ecuación 

(Kieran y Berovic 2001; Dunn y col. 2003): 

𝐹𝑋𝑂 − 𝐹𝑋 + 𝑉𝑅𝜇𝑋 − 𝑉𝑅𝑘𝑑𝑋 = 𝑉𝑅
𝑑𝑥

𝑑𝑡
    (2.1) 

Donde: 

F= velocidad de flujo de la solución del nutriente (L h-1) 

VR= volumen del cultivo (L) 

X= concentración de la célula 

= velocidad de crecimiento (h-1) 

kd= velocidad de muerte celular (h-1) 

D= taza de dilución (D= F/VR) 

Usualmente el medio que se emplea es estéril, por lo tanto Xo=0 

Si la tasa kd es muy pequeña comparada con  y si el sistema está en estado estacionario o de 

residencia entonces: 

𝑑𝑥

𝑑𝑡
= 0;  𝜇 = 𝐷 =

𝜇𝑚á𝑥𝑆

𝐾𝑠+𝑆
    (2.2) 

máx  es velocidad máxima de crecimiento (h-1) y S es concentración residual de sustrato (gL-1) 
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Ks= concentración de sustrato utilizado, numéricamente es igual a la concentración de sustrato 

cuando  es la mitad de máx. Los valores de Ks son muy pequeños del orden de miligramos por 

litro para sustratos como carbohidratos para S. cerevisiae. Por ejemplo, Ks para la glucosa es de 

25 mg L-1en S. cerevisiae. 

Si D es un valor más grande que máx el cultivo no se puede reproducir lo suficientemente rápido 

para mantenerse por sí mismo y es entonces lavado. 

Los cultivos en continuo se pueden emplear para varios propósitos como establecer condiciones 

reproducibles de crecimiento o mantener las poblaciones celulares bajo un ambiente controlado 

por periodos largos de tiempo (tabla 2.6). Las condiciones de un cultivo en continuo resultan ser 

un estable y controlable set de condiciones fisicoquímicas en donde la velocidad de crecimiento, 

pH, biomasa, así como la concentración de oxígeno disuelto, proteínas y metabolitos alcanzan un 

equilibrio dinámico y se mantienen aproximadamente constantes en un periodo de tiempo 

extendido. Los sistemas biológicos que tengan como objetivo analizar e integrar grandes 

cantidades de datos para comprender las complejas interacciones entre componentes de sistemas 

biológicos, se verán beneficiados al usar equipos de cultivos continuos por contar con parámetros 

de crecimiento controlados y altamente reproducibles (Matteau y col. 2015).  

 

Tabla 2.6 Algunos estudios que emplean cultivos en continuo 

Objetivo del continuo Parámetros de medición Referencias 

Obtener los rendimientos de 

Salmonella typhimurium 

probando diferentes tasas de 

dilución. 

Consumo de glucosa, 

cantidad de proteína, 

concentración de amoniaco. 

Dunkley y col. 2009 

Medir el efecto de la tasa de 

dilución y la adición de 

nutrientes en una 

fermentación de 

Saccharomyces cerevisiae 

paravolátiles. 

Concentración de biomasa, 

etanol, glicerol, azucares 

reductores, y compuestos 

volátiles. 

Moran-Marroquin y col. 2011 
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Tabla 2.6 Algunos estudios que emplean cultivos en continuo (continuación). 

Objetivo del continuo Parámetros de medición Referencias 

Producción de n-butanol con 

Clostridium ssp, a partir de n-

butirato en un continuo de 

dos etapas 

Consumo de n-butirato, 

biomasa, producción de 

etanol, acetato y n-butanol 

Richter y col. 2011 

Determinar la cantidad de 

aminoácidos requeridos por 

K. africana. 

Concentración de biomasa, 

consumo de azucares 

reductores y aminoácidos, 

producción de etanol 

Valle-Rodriguez y col. 2012 

Medir la energía en la 

dinámica celular de las 

levaduras 

Oxígeno disuelto, flurometria 

directa de NADPH 
Amariei y col. 2013 

Determinar si el incremento 

de la materia orgánica afecta 

el metabolismo bacteriano y 

su diversidad 

Materia orgánica, 

composición de la comunidad 

bacteriana 

Landa y col. 2013 

Medir la resistencia e 

inhibición de fármacos en 

bacterias 

Velocidad de crecimiento y 

concentración de biomasa 
Toprak y col. 2013 

Estimación de la intensidad 

de la luz óptima para un 

cultivo de C. zofingiensis 

La intensidad de la luz por 

cada célula, la cantidad de 

biomasa 

Imaizumi y col. 2014 

Producción de microalgas en 

un sistema en continuo de dos 

etapas 

Intensidad de luz, demanda 

de nitrógeno, densidad 

celular, rendimiento de 

lípidos 

Novoveska y Henley 2014 

Producción de pigmentos por 

bacterias 

Concentración de CO2, 

biomasa, amonio y pigmento 

(okenone) 

Smith y col. 2015 



 
 

 

Si tengo mil ideas y sólo una termina por funcionar, me siento satisfecho 

Alfred Novel 

Planteamiento del problema, Objetivos e Hipótesis 
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3. Planteamiento del problema 

El tequila y el mezcal son dos bebidas destiladas de agave 100 % mexicanas que han adquirido en 

los últimos años un posicionamiento y prestigio en el mercado internacional. Ambas bebidas están 

reguladas por una norma oficial y cuentan con una denominación de origen que ayuda a reconocer 

y a proteger sus procesos de producción. Siendo necesario que exista una constate investigación 

para generar nuevo conocimiento en mejorar los procesos, para obtener un producto de alta calidad 

que mantenga los estándares nacionales e internacionales. 

En el caso particular del mezcal, la norma establece que la materia prima pueden ser los agaves 

disponibles en las regiones que se encuentran dentro de la denominación de origen, haciéndolo un 

proceso más heterogéneo y complejo en comparación con el tequila que sólo puede emplear como 

materia prima principal el jugo de Agave tequilana Weber variedad azul. En este contexto, las 

zonas de Durango y San Luis Potosí, los agaves que se emplean como materia prima son el Agave 

durangensis y Agave salmiana, respectivamente. Ambas especies de Agave producen saponinas a 

las que los productores les atribuyen que los procesos de fermentación no se desarrollen por 

completo, afectando de esta manera la producción de mezcal en estas regiones. 

Lo anterior nos hace cuestionarnos: ¿Cuáles son las estructuras de las saponinas presentes en estas 

especies de Agave?, ¿Cómo es que las saponinas inhiben los procesos de crecimiento y 

fermentación?, ¿Cómo afectan las saponinas a la estructura de la pared y membrana celular de las 

levaduras presentes en estos procesos?, ¿Existen levaduras capaces de resistir a esta actividad 

inhibitoria?, ¿Cómo se pueden mejorar los procesos de fermentación de mezcal en estas regiones? 

Por lo tanto, el presente trabajo busca contribuir a generar conocimiento sobre el tipo de saponinas 

presentes en A. durangensis y A. salmiana. Además de conocer cómo las saponinas interactúan 

con dos cepas aisladas de levadura predominantes en los procesos de fermentación de bebidas de 

agave, específicamente conocer el efecto de las saponinas en la pared y membrana celular de las 

levaduras. Finalmente analizar si alguna de estas cepas presenta actividad “saponinasa” que evite 

o disminuya el efecto inhibitorio en las saponinas. 
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3.1 Justificación 

El Agave durangensis y Agave salmiana ssp. crassispina son utilizados como materia prima en la 

elaboración de mezcal en los estados de Durango y San Luis Potosí, respectivamente. Ambas 

regiones presentan problemas en sus procesos de fermentación, que son atribuidos a las altas 

concentraciones de saponinas presentes en los jugos de agave. 

Hasta el momento, no existen estudios sobre el tipo de saponinas presentes en las hojas de los A. 

durangensis y A. salmiana ssp. crassispina, y de su efecto en la composición de la pared y 

membrana celular de los microorganismos presentes en los procesos de fermentación de mezcal, 

que usan estos agaves como materia prima. Así como también, si existen levaduras presentes en 

dichos procesos de fermentación con actividad enzimática (saponinasa) capaces de inhibir la 

actividad antimicrobiana de las saponinas de agave. 

Por lo tanto, es necesario generar el conocimiento necesario sobre las estructuras de saponinas 

presentes en las ambas especies de Agave, además de su interacción con la pared y membrana 

celular de las levaduras presentes en los procesos de fermentación, que conlleve posteriormente a 

una mejora en el mismo. 

 

4. Objetivos 

4.1 Objetivo general 

Caracterizar las saponinas de Agave durangensis y Agave salmiana ssp. crassispina, y determinar 

su efecto en la pared y membrana celular de dos cepas de levadura aisladas de procesos de 

fermentación de bebidas de agave. Así como de evaluar la actividad saponinasa, capaz de 

contrarrestar el efecto de las saponinas, en ambas cepas de levadura. 

 

4.2 Objetivos específicos 

o Caracterizar la saponinas de Agave durangensis y Agave ssp. crassispina por 

espectrometría de masas 
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o Evaluar el efecto de las saponinas sobre el crecimiento de las cepas de levaduras 

Saccharomyces cerevisiae y Kluyveromyces marxianus en un cultivo en continuo 

o Evaluar el efecto de las saponinas sobre la composición de los carbohidratos de la pared 

celular y los fosfolípidos de la membrana celular en las cepas de levadura S. cerevisiae y 

K. marxianus por cromatografía de líquidos y espectrometría de masas 

o Evaluar la actividad saponinasa de ambas cepas de levadura S. cerevisiae y K. marxianus 

empleando un método espectrofotométrico. 

 

5. Hipótesis 

Es posible que, las saponinas presentes en el Agave durangensis y Agave salmiana ssp. crassispina 

influyan modificando la composición de los carbohidratos de la pared y los fosfolípidos de la 

membrana plasmática de las levaduras Saccharomyces cerevisiae y Kluyveromyces marxianus, así 

como la presencia de actividad enzimática, que conlleve a diferentes comportamientos de 

crecimiento y fermentación, de ambas cepas de levadura en los procesos de fermentación de 

bebidas de agave.  

 

 



 
 

Un experto es aquél que ya ha cometido todos los errores posibles en una 

materia muy concreta 

Niels Henrik David Bohr 

Metodología 
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6. Metodología 

El diagrama que se muestra en la figura 6.1 muestra un esquema general de la metodología que se 

empleó en el presente trabajo 

 

Figura 6.1 Diagrama global de la metodología 

 

 

 

Saponinas de agave:

•Extracción por 
sistema Soxhlet

•Cuantificación 
(Baccou y col. 1977)

•Anális MALDI-TOF

Selección de 
levaduras:

•Saccharomyces 
cerevisiae 
(AR5)

•Kluyveromyces 
marxianus 
(SLP1)

Cultivo Batch:

•Análisis de crecimiento de 
las levaduras

•Conformación de la pared 
celular de las levaduras 
por microscopia SEM

Cultivo continuo:

•Análisis de crecimiento de las 
levaduras

•Actividad enzimática

•Anális de la composicón de la 
pared celular (HPLC) y 
membrana celular (UPLC-
QTOF-MS/MS
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6.1 Saponinas de agave 

6.1.1 Material vegetal 

Se recolectaron hojas de Agave durangensis de la población de “El Venado” en el estado de 

Durango en abril del 2012, y de Agave salmiana ssp. crassispina de la población de “Charcas” en 

el estado de San Luis Potosí en mayo del mismo año. También se obtuvo, jugo de Agave tequilana 

Weber variedad azul de la destilería “La Madrileña” ubicada en Tototlán, Jalisco. 

 

6.1.2 Extracción de las saponinas de agave 

Las hojas de A. durangensis y A. salmiana ssp. crassispina se cortaron en cuadros de 

aproximadamente 2 cm, se secaron en horno a una temperatura de 60°C y se molieron obteniendo 

un peso final de 3.27 Kg, retirando un 75.7% de la humedad para el A. durangensis, y 1.43 Kg, 

retirando un 79.2% de la humedad para el A. salmiana. 

Posteriormente se realizó la extracción de las saponinas utilizando un sistema Soxhlet, empleando 

hexano por 10 horas, cloroformo por 8 horas y metanol por 24 horas. Todos los solventes fueron 

evaporados a sequedad en un rotavapor a 42°C y una presión de 408 mBar. El extracto fue disuelto 

en agua y se almacenó a 4°C (da Silva y col. 2002; Sautour y col. 2007; Eskander y col. 2009; 

Yokosuka y Mimaki 2009). 

Para la cuantificación de las saponinas se empleó un método espectrofotométrico que cuantifica la 

sapogenina esteroidal, la curva de calibración se realizó empleando diosgenina (0-10 ppm). Un 

mililitro de muestra se disolvió en un volumen igual de acetato de etilo, se realizó una extracción 

de la muestra al sonicarse dos veces por un minuto, posteriormente 500 µL del extracto se disolvió 

en 500 µL de acetato de etilo. Finalmente se adicionaron 500 µL del reactivo A (0.5 mL de 

anisaldehido y 99.5 mL de acetato de etilo) y 500 µL del reactivo B (ácido sulfúrico y acetato de 

etilo 50:50 v/v), la reacción colorimétrica se llevó a cabo en un baño a 60°C por 20 minutos, 

finalmente la reacción una vez fría se leyó a 430 nm (Baccou y col. 1977). 
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6.1.3 Identificación de las saponinas de Agave 

Previo a la caracterización de las saponinas se realizó una purificación de ambos extractos de 

saponinas empleando la metodología de cromatografía de capa fina (TLC), para la cual se 

emplearon placas de TLC de silica 60F254 de Merck®, como fase móvil se empleó n-butanol, ácido 

acético y agua (5:1:4 v/v) (Basu y Rastogi, 1967). Las fracciones obtenidas se recolectaron y se 

suspendieron en metanol. 

Finalmente, se tomó 1μL de cada fracción y se mezcló con 1μL de solución saturada de DHB para 

su análisis en MALDI-TOF (Microflex LT, Bruker, USA). La adquisición de datos y el 

procesamiento de los mismo se desarrolló empleando los procedimientos standard y el software 

FlexAnalysis (Bruker, USA). 

 

6.2 Microorganismos 

Se emplearon dos cepas de levadura pertenecientes a la colección de microorganismos del Centro 

de Investigación y Asistencia en Tecnología y Diseño del Estado de Jalisco (CIATEJ AC), una 

Saccharomyces cerevisiae (AR5), que se aisló del proceso de fermentación del tequila en Jalisco 

y una Kluyveromyces marxianus (SLP1), que se aisló del proceso de fermentación del mezcal en 

San Luis Potosí. 

 

6.2.1 Condiciones de Inoculación 

Cada cepa de levadura (S. cerevisiae y K. marxianus) creció en matraces Erlenmeyer de 250 mL, 

por 12 horas a 30°C con agitación (250 rpm) en 25 mL de jugo de A. tequilana Weber variedad 

azul, con una concentración inicial de azúcares de 20 g L-1 y sulfato de amonio (1 g L-1) como 

fuente de nitrógeno. (Arrizon y Gschaedler 2007). 
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6.3 Cultivo en batch 

6.3.1 Microscopia electrónica de barrido (SEM) 

Se realizó un cultivo batch de cada cepa de levadura en matraces Erlenmeyer de 250 mL, 

empleando como medio de cultivo 50 mL de jugo de A. tequilana (20 g L-1, de azúcar inicial) y 

sulfato de amonio (1 g L-1). Los cultivos se inocularon con 1E+06 cel mL-1 a 30°C, 250 rpm. 

Cuando las cepas de levadura alcanzaron su fase exponencial se adicionaron 3 mg mL-1 de extracto 

de saponinas de A. durangensis y A. salmiana. Se tomó muestra (1mL) después de 10 y 30 minutos 

de haber adicionado los extractos de saponina. Cada muestra y los controles de ambas cepas fueron 

lavados con buffer de fosfatos (PBS, Singma-Aldrich), y fijados con glutaraldehido 50% (v/v) por 

1 h. Finalmente, las muestras se secaron en láminas de carbón y se les esparció partículas de oro 

en vació, para ser analizadas en el microscopio de barrido de electrones (Jeol JSM-6610LV, 

Estados Unidos) en la Universidad de Guadalajara (Osumi 2012). 

 

6.3.2 Cinéticas de crecimiento: determinación de la tasa de dilución 

Para la determinación de la tasa de dilución de ambas cepas de levadura se realizaron cinéticas de 

crecimiento en cultivo en batch empleando matraces (500 mL) a diferentes concentraciones de 

azúcar inicial (10, 20, 30 y 40 g L-1) y con una población inicial de células de 1E+06 cel mL-1. Se 

empleó como medio de cultivo jugo de A. tequilana Weber variedad azul con 1 g L-1 de sulfato de 

amonio estéril (121°C, 15 min). Lo anterior, para conocer la concentración óptima de azúcares 

para el crecimiento de ambas levaduras. Una vez seleccionada dicha concentración se realizaron 

cinéticas de crecimiento en cultivo en batch utilizando bio-reactores (Applikon, Países Bajos). Con 

una población inicial de 1E+06 cel mL-1 y un volumen de trabajo de 1.5 L de jugo de A. tequilana 

y 1 g L-1 de sulfato de amonio estéril (121°C, 15 min), con el objetivo de calcular la velocidad 

máxima de crecimiento (µmáx) para de esta forma poder conocer la tasa de dilución (D) que se 

empleó en el cultivo continuo. Por lo anterior, el sistema en cultivo que se utilizó es del tipo 

chemostat (sección 2.4). 

Las condiciones de cultivo fueron controladas y monitoreadas con una bio-consola Applikon 

modelo ADI 1030. La temperatura se mantuvo durante toda la cinética a 30°C, la velocidad de 

agitación fue de 250 rpm y el flujo de aire de 1 vvm. Para el monitoreo del pH y el oxígeno disuelto, 
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el software que se empleó para obtener los datos en línea fue el Bioexpert v.1.50.114 (Applikon, 

Países Bajos). Se analizaron la población celular, biomasa y azúcares reductores del medio de 

cultivo tanto en los cultivos en batch como en continuo.  

 

6.3.2.1 Población celular 

Para la cuantificación de levaduras se empleó la cámara de Neubauer, que se divide en dos partes 

laterales y una central. Esta última, cuenta con una cuadricula de 1mm2 dividida en 400 cuadros 

pequeños, que están agrupados en 25 cuadros grandes que hacen el total de la cuadricula. 

Sobre la cámara se coloca un cubre objeto dejando un espacio de aproximadamente 1 mm por el 

cual se coloca una pequeña cantidad de muestra en la cámara, dicha muestra es colocada por 

capilaridad a la cámara, posteriormente se hace la lectura de las células en el microscopio con un 

lente de 40X. La concentración de células por mililitro se determina con la ecuación. 

𝑋 = (
𝑁𝐶

𝑁𝐾
) (𝐷)(0.25𝑥106)     (3) 

Donde X= millones de células por mililitro, NC= número de células contadas, NK= número de 

cuadros contados, D=dilución de la muestra (Hérnandez 2007). 

 

La biomasa se determinó por medio de peso seco de la siguiente manera; 5 mL de muestra se 

centrifugaron (3900rpm, 10 min, y 4°C) separando el sobrenadante de la biomasa. Después la 

biomasa se lavó dos veces en 5 mL de agua destilada. Finalmente, la biomasa es secada a 50°C 

por 24 horas. El sobrenadante del medio es utilizado para el análisis de azucares reductores 

(Morán-Marroquín y col. 2011). 

 

6.3.2.2 Azúcares reductores 

La cuantificación de azúcares se utilizó la técnica del ácido dinitrosalicilico (DNS), que se basa en 

la reacción de reducción del ácido 3,5-dinitrosalicilico en 3-animo-5nitrosalicilico, cuando los 

grupos aldehídos son oxidados por los grupos carboxílicos. 
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La preparación de la solución de DNS se realizó disolviendo 10 g de hidróxido de sodio, 200 g de 

tartrato de sodio y potasio, 0.5 g de metabisulfito de sodio y 2 g de fenol en 600 mL de agua 

destilada, una vez disueltas las sales se adicionaron 10 g de ácido 3,5 dinitrosalicilico, el ácido 

debe de adicionarse poco a poco hasta lograr su completa dilución. Finalmente se afora a un litro 

con agua destilada. 

El protocolo a seguir para la cuantificación de los azúcares reductores es el siguiente: colocar 100 

µL de muestra (sobrenadante del medio) y 100 µL de la solución de DNS en un tubo de ensayo, 

agitar y colocar por 5 minutos en un baño entre 95-100°C la muestra con el DNS, posteriormente 

enfriar la muestra en un baño de hielo por 5 minutos, una vez frio agregar 1 mL de agua destilada 

y leer la absorbancia a 540nm. 

Para la lectura de las muestras se empleó un lector de microplacas Bio-Rad modelo 680XR. Los 

valores leídos son convertidos a valores de concentración en (g L-1) mediante una curva de 

calibración, que se obtuvo preparando diferentes niveles de concentración de azúcares (glucosa o 

fructosa) siendo el nivel más alto de 1 g L-1 (Miller 1959). 

 

6.4 Cinéticas en cultivo en continuo 

Para analizar el efecto de las saponinas de Agave en la pared y membrana celular de las cepas S. 

cerevisiae y K. marxianus se realizaron cinéticas en cultivo continuo con jugo de A. tequilana. El 

estudio se llevó acabo adicionando diferentes concentraciones (0.75, 1.5 y 3.0 mg mL-1) de 

extracto de saponinas de A. durangensis y A. salmiana ssp. crassispina. Lo anterior, debido a que 

algunos estudios realizados con hongos y levaduras muestran que conforme se aumenta la 

concentración de saponinas la velocidad de crecimiento de las levaduras va disminuyendo (Sparg 

y col. 2004; Verastegui y col. 2008; Fischer y col. 2011). Por lo tanto, al ir aumentando la 

concentración de saponinas que se adiciona al medio podremos observar el punto en el que las 

saponinas permeabilizan la membrana celular e inhiben el crecimiento de la levadura. Por lo que 

se tomaron muestras antes y 10 minutos después de haber adicionando el pulso con las diferentes 

concentraciones del extracto de saponinas para determinar la composición de la pared y la 

membrana celular de ambas cepas de levadura. 
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Las condiciones en las que se realizaron los cultivos en continuo fueron a 30°C, aireación 1 vvm, 

agitación de 250 rpm y un pH inicial de 4.5. El volumen de trabajo fue de 1.5 L de jugo de A. 

tequilana (concentración de azúcares inicial, 20 g L-1) y sulfato de amonio (1 g L-1), el medio se 

filtró y se esterilizó (121°C, 15 min). Los cultivos iniciaron en modo batch, al inocular 1E+06 cel 

mL-1. Posteriormente cuando las levaduras alcanzaron su fase exponencial, se comenzó a alimentar 

el cultivo con jugo de A. tequilana (concentración de azúcares inicial, 20 g L-1) y sulfato de amonio 

(1 g L-1), que fue filtrado y esterilizado (121°C, 30 min). La alimentación de medio fresco y la 

extracción de mosto (0.06 mL s-1), se realizó con dos bombas peristálticas (Cole-Parmer). Para 

alcanzar el estado estacionario, el cultivo se mantuvo durante 5 estados de residencia. 

Se tomaron muestras cada 2 horas para la cepa de S. cerevisiae y cada 4 horas para la cepa de K. 

marxianus. Se alcanzó el estado de residencia, cuando la variación de la concentración de la 

biomasa, la población celular y el azúcar residual fue menor al 5% (Morán-Marroquin y col. 2011). 

Una vez que se alcanzó el estado de residencia se hicieron los pulsos con los extractos de saponinas 

de A durangensis y A. salmiana a distintas concentraciones (Verastegui y col. 2008). 

Se evaluó el crecimiento celular por peso seco y conteo celular, el consumo de azúcares por la 

técnica de DNS, se monitoreo el pH, la formación de CO2 y el consumo de O2 en la salida de gases 

exhaustos con lo sensores de Bluesens y los datos fueron obtenidos por el software Bacvis v. 

7.6.2.1 

 

6.4.1 Perfil de carbohidratos en la pared celular 

Para la extracción de la pared celular se suspendieron las levaduras (biomasa) en un buffer de 

fosfatos 0.1 M a pH de 8.5, posteriormente fueron homogenizadas por 5 minutos a una velocidad 

de 13,500 rpm (Ultra-turrax T25 basic, S25N-10G). Una vez homogenizadas la solución paso 5 

veces por un microfluidizador (Microfluidics M-110P, USA) a una presión de 20,000 psi (figura 

6.2). 
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Figura 6.2 Diagrama flujo para la extracción de los componentes de la pared celular 

La pared celular es separada por centrifugación (Hermle Z383, Alemania) a 9,000 x g por 15 

minutos, posteriormente la pared es lavada 5 veces con el buffer de fosfato 0.1 M a pH 8.5 y 

después es lavada con agua destilada 4 veces. La temperatura se mantuvo todo el tiempo por debajo 

de los 5°C y la velocidad de los lavados fue de 9,000 x g por 15 minutos. Posteriormente la pared 

fue extraída bajo atmosfera de nitrógeno con una solución de 1 M de hidróxido de potasio (100 

mL por cada gramo de pared seca) en un orbital a 10°C por 20 h a 200 rpm. La solución fue 

centrifugada 3 veces a 4°C a una velocidad de 9,000 x g por 15 minutos, conservándose el 

sobrenadante y el residuo. El residuo se re-extrajo 2 veces más bajo atmosfera de nitrógeno con 1 

M de hidróxido de potasio por 2 horas a 10°C. Se combinaron los extractos alcalinos 

(sobrenadante), que se saturan con sulfato de amonio y se filtran a través de un papel de fibra de 

vidrio, posteriormente se refrigeraron las muestras ya filtradas toda la noche a 4°C. Se forma un 

precipitado blanco que es recuperado por centrifugación a 4°C y 9,000 x g por 30 minutos. El 
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residuo de la pared, el precipitado y el sobrenadante son identificados como fracciones de glucanos 

álcali-insolubles, glucanos álcali-solubles y manoproteinas (Nguyen y col. 1998). 

Finalmente las tres fracciones fueron hidrolizadas enzimáticamente por 2.5 h a 37°C, 300 rpm 

(Thermomixer confort, Eppendorf, USA), con la Chitinase de Trichoderma viridie y la Endo-1-

3(4)-β-glucanasa ambas enzimas fueron adquiridas de Sigma Aldrich ®, las fracciones 

hidrolizadas fueron analizadas por cromatografía de líquidos (HPLC Agilent 1220 Infinity LC) los 

detectores que se utilizaron fueron de índice de refracción (RID) a 50°C y UV a 210 nm. La 

columna que se empleó fue la Biorad-Animex ® HPX-87H (300 x 7.8 mm). El flujo de trabajo fue 

de 0.50 mL min-1, la temperatura del horno fue de 50°C, el volumen de inyección fueron 40 µL. 

La fase móvil fue ácido sulfúrico 5mM (Gonzalez-Ramos y col. 2008). 

 

6.4.2 Perfil de lípidos en la membrana celular 

Para el análisis del perfil lipídico de la membrana celular de ambas levaduras. Se realizó la 

extracción de lípidos y se trabajó con el protocolo modificado propuesto por Matyash y 

colaboradores (2008), consistió en pesar 2 mg de biomasa seca, se adicionó 225 µL de metanol a 

4°C. Posteriormente, se agregaron perlas metálicas (SSB05 0.5 mm y SSB10 1.6 mm) y se rompió 

la pared en un SPECX GENO GRINDER por 2 min a 1500 rpm. Una vez rota la pared, se agregó 

750 µL de metil-terbutil-éter (MTBE) y se agitó en un vórtex por aproximadamente 10 segundos, 

posteriormente las muestras se llevaron a un Thermomixer a 4°C por 6 minutos. Después, se 

agregaron 188 µL de agua miliQ y se homogenizó la muestra. Finalmente se centrifugó por 2 min 

a 14,000 x g. Se tomaron 300 µL de sobrenadante y se conservaron a -20°C, y otros 300 µL se 

secaron en un sistema de concentración speed vacuum. La muestra seca se re-suspendió en 100 µL 

de metanol: tolueno (90:10 v/v) para su análisis, que se llevó a cabo por cromatografía de líquidos 

acoplado a un espectrómetro de masas con un cuádrupolo y tiempo de vuelo (LC/Q-TOF MS/MS), 

la columna que se empleo fue una ACQUITY UPLC CSH C18 (1.7 µm) 2.1x100mm de Waters. 

Las muestras se corrieron en modo positivo y negativo. La fases móviles que se emplearon fueron, 

fase A: acetonitrilo con agua acidificada 0.1% de ácido fórmico v/v y 10mM de formato de amonio 

(40:60 v/v) y fase B: isopropanol y acetonitrilo con 10mM de formato de amonio y 0.1% de ácido 

fórmico (90:10 v/v). El flujo de la fase móvil fue de 0.6 mL min-1 y el gradiente que se empleó 

fue: 0-4 min 70%A, 4-22 min 52%A, 22-24.20 min 1%A y 24.20-30 min 85%A. Para el análisis 
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de resultados se emplearon librerías de la NIST MS y otras bases de datos para su identificación 

(Kind y col. 2013). 

 

6.4.3 Actividad enzimática 

Se realizó una medición de la actividad enzimática de ambas levaduras, para conocer si existe 

alguna actividad glucosidasa (actividad saponinasa) (Bernards y col. 2011) que pudiera 

hidrolizar las saponinas de ambos extractos. Por lo tanto, se empleó como sustrato 0.5% (p/v) de 

carboxil-metil-celulosa en buffer de citratos 0.1 M pH 5.5. Se tomaron 50 L de sustrato que 

fueron incubados (50°C) por 15 minutos con 50 L del sobrenadante del medio de cultivo 

transcurridos 10 minutos de la adición de los pulsos de saponinas de ambos extractos de Agave, y 

la actividad fue medida con la técnica de DNS (King y col. 2009). 

 

6.5 Análisis estadístico 

El efecto de la cepa de levadura, la especie de Agave, la concentración del extracto de saponinas y 

la interacción entre estos factores en la concentración de los -glucanos y mananos fue evaluada 

por un análisis multifactorial, usando el software STATGRAPHICS Centurion XVI versión 

16.1.11 (StatPoint Technologies, EUA) 

 



 

  

Me enseñaron que el camino del progreso no es rápido ni fácil 

Marie Curie 

Resultados y Discusión 
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7. Resultados y Discusión 

7.1 Extracción de las saponinas 

Las extracciones de las saponinas se realizaron empleando el sistema Soxhlet, cuantificando la 

concentración de dicho extracto empleando el método propuesto por Baccou y col. (1977), 

obteniéndose las concentraciones de extracto de saponinas que se presentan en la tabla 7.1. El 

método de extracción empleado en el presente trabajo, se considera como un método convencional 

con buenos rendimientos de extracción de saponinas (Guclu-Ustundang y Mazza 2007; Cheok y 

col. 2014). Además, las concentraciones obtenidas (tabla 7.1) son superiores a las reportadas por 

Pinos-Rodriguez y col. (2008), esto se puede deber a que el método de extracción y las especies 

de agave estudiadas son distintas. Sin embargo, la concentración de saponinas obtenida en Agave 

durangensis y Agave salmiana ssp. crassispina se encuentra dentro del rango promedio esperado 

de concentración de saponinas presente en plantas (Glucu-Ustundang y Mazza 2007). 

 

Tabla 7.1 Concentraciones de extracto de saponinas de Agave durangensis y Agave salmiana ssp. 

crassispina 

Especie de Agave 
Extracción (g de extracto por g 

de hoja seca) 

Concentración de saponinas en 

el extracto (g L-1) 

Agave durangensis 0.30 ± 0.02 14.05 ± 4.0 

Agave salmiana ssp. 

crassispina 
0.47 ± 0.01 26.53 ± 2.5 

 

En la tabla 7.1 se observa que existe una mayor de extracto de saponinas de A. salmiana ssp. 

crassispina que en A. durangensis. Esto se puede deber a los factores ambientales y de crecimiento, 

que sufrieron ambas plantas, debido a que se conoce que los factores ambientales y de crecimiento 

afectan la concentración de saponinas en plantas (Guclu-Ustundang y Mazza 2007). Además, 

aunque pertenezcan al mismo género, se sabe que estos metabolitos secundarios difieren 

cuantitativa y cualitativamente de acuerdo a la zona geográfica en la que crece la planta, 
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temperatura, fertilidad de la tierra, disponibilidad de agua y luz (Szakiel y col. 2011). En este 

contexto, de acuerdo con el Instituto Nacional de Estadística y Geografía (INEGI; 

http://www.cuentame.inegi.org.mx) aunque los estados de Durango y San Luis Potosí son estados 

donde predomina un clima seco y de escasa precipitación pluvial. Es el estado de San Luis Potosí 

el que presenta una temperatura promedio más elevada (21°C) y también su precipitación media 

de agua es mayor (950 mm anuales) en comparación con el estado de Durango. Además, el 

temporal que se presentan la temperatura más elevada en ambas entidades es en mayo, fecha en la 

cual se recolectaron las hojas de Agave salmiana ssp. crassispina. Lo que nos hace suponer que la 

temperatura y la disponibilidad de agua son factores importantes para que los agaves produzcan 

las saponinas. Es importante mencionar que existen pocos datos disponibles en relación a los 

cambios del contenido de saponinas en las plantas ocasionado por factores ambientales, lo que 

hace potencialmente atractivo para futuras investigaciones (Szakiel y col. 2011). 

 

7.2 Caracterización de las saponinas 

Utilizando la espectrometría de masas (MALDI-TOF) se identificaron las estructuras de las 

saponinas presentes en ambas especies de Agave. Para su análisis se realizó una búsqueda 

exhaustiva de la masa-carga (m/z) de saponinas esteroidales en bases de datos como HMDB y 

CHEMSPIDER (anexo 1). Se encontraron tres tipos de saponinas espirostano en el Agave 

durangensis: Agavoside A, Agavoside B y Agave cantala saponin N (figura 7.1). Debido a que, 

se observó la m/z de la tigogenina seguida de una serie de cadenas repetitivas de hexosa, 

obteniendo como resultado la m/z del Agave cantala saponin N (figura 7.1a). De igual manera, se 

http://www.cuentame.inegi.org.mx/
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encontró la m/z de la hecogenina unida a una serie repetitiva de cadenas de hexosa que conlleva a 

obtener la m/z del Agavoside A y el Agavoside B (figura 7.1b). 

Figura 7.1 Espectros de masas de las saponinas (a) Agave cantala saponin N y (b) Agavoside A y 

Agavoside B, detectadas en el extracto de saponinas de Agave durangensis. 

Yang y col. (2006) reportaron que las saponinas esteroidales espirostano presentan una alta 

actividad antimicrobiana en comparación con las saponinas esteroidales de tipo furostano. Además 

las saponinas Agavoside A y Agavoside B (tabla 7.2) poseen una hecogenina como su aglicona, y 

existen reportes en donde sugieren que este tipo de aglicona tiene actividad antimicrobiana 

(Miyakoshi y col. 2000; Yang y col. 2006). Ambas saponinas fueron identificadas anteriormente 

en Agave americana y Agave durangensis (Ahmad y Basha 2007; Gonzalez-Valdez y col. 2013). 

Es importante mencionar que en el caso de la identificación en el Agave durangensis por Gonzalez-

Valdez y col. (2013), ellos realizaron una identificación parcial empelando técnicas de HPLC y 
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UV, en el presente trabajo la masa carga que se obtuvo por MALDI-TOF nos da la certeza de 

afirmar que ambas saponinas (Agavoside A y Agavoside B) se encuentran en el extracto de A. 

durangensis. Mientras que, la saponina Agave cantala saponin N se identificó anteriormente en 

las hojas del Agave cantala (Ahmad y Basha 2007). 

 

Tabla 7.2 Moléculas de saponinas y agliconas identificadas por MALDI-TOF en Agave durangensis y 

Agave salmiana ssp. crassispina. 

Saponina/aglicona  m/z Agave  Estructura Referencia 

Agavoside A 

 

592.3611 

A. durangensis 

A. salmiana 
 

Ahmad y 

Basha, 

2007 

Agavoside B 

 

754.4139 A. durangensis 

 

Ahmad y 

Basha, 

2007 

Agave cantala 

saponin N 

 

1004.519 A. durangensis 

 

Ahmad y 

Basha 2007 

Manogenina 

 

446.3033 A. salmiana 

 

Leal-Diaz y 

col. 2015 

Gentrogenina 

 

428.2926 A. salmiana 

 

Leal-Diaz y 

col. 2015 
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En el caso del Agave salmiana ssp. crassispina se encontraron dos diferentes tipos de agliconas 

(figura 7.2): manogenina y gentrogenina que también son de tipo espirostano, y fueron 

identificadas anteriormente en el agua miel del A. salmiana por Leal-Díaz y col. (2015). Aunque 

no existen reportes, de la actividad antimicrobiana de estos dos tipos de agliconas, existe evidencia 

que sugiere que de acuerdo a la estructura de la aglicona la actividad antimicrobiana puede 

aumentar o disminuir (Miyakoshi y col. 2000). También se encontró en el extracto de A. salmiana 

ssp. crassispina la saponina Agavoside A, aunque en menor proporción que en A. durangensis. 

 

Figura 7.2 Espectros de masas de (a) gentrogenina, (b) manogenina y (c) Agavoside A detectadas en el 

extracto de Agave salmiana ssp. crassispina. 
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Existen aproximadamente 150 tipos de saponinas esteroidales identificadas, de las cuales alrededor 

de 45 saponinas han sido identificadas hasta el momento en especies de Agave (Novel 1998; 

Ahmad y Basha 2007), bajo distintas técnicas analíticas. (Zhang y col. 2010; Zhu y col. 2010). 

En la figura 7.1 y la figura 7.2 al utilizar la espectrometría de masas MALDI-TOF se puede conocer 

la masa de saponinas presentes en las diferentes especies de Agave. Sin embargo, esto sólo será 

posible si se conoce con anterioridad el tipo de masa-carga (m/z) de las agliconas y/o de las 

saponinas. Es importante mencionar que si no se conoce con anterioridad la m/z se deberá realizar 

una resonancia magnética nuclear (RMN) e infrarojo (IR), para conocer la estructura de las nuevas 

saponinas identificadas por masas, debido a la presencia de sus cadenas de azúcares asociadas a 

su estructura. En el presente trabajo se realizó una búsqueda exhaustiva de los tipos de saponinas 

cuya m/z han sido reportadas hasta el momento, en bases de datos como la HMDB y 

CHEMSPIDER (anexo 1). Por lo tanto, al conocer la m/z de las saponinas se logró corroborar la 

presencia de tres de ellas en A. durangensis y una más en A. salmiana ssp. crassispina (tabla 7.2). 

Sin embargo, las agliconas encontradas en el A. salmiana ssp. crassispina (manogenina y 

gentrogenina) contienen cadenas de hexosas y pentosas enlazadas, generando una m/z de 1118.81 

en el caso de la gentrogenina (figura 7.2a) y una m/z de 550.55 en el caso de la manogenina (figura 

7.2b), dado que estas m/z no han sido reportadas, la elucidación de las estructuras de estas 

saponinas no se puede realizar sólo con esta información, por lo que se sugiere realizar una RNM 

e IR de estas estructuras. 

Una vez identificadas las saponinas, se prosiguió a realizar diferentes cultivos en batch para 

conocer la velocidad máxima de crecimiento y posteriormente las tasas de dilución para el cultivo 

en continuo. 

 

7.3 Cinéticas de crecimiento en cultivo batch 

Se realizaron cinéticas de crecimiento en matraces con las levaduras Saccharomyces cerevisiae y 

Kluyveromyces marxianus en jugo de Agave tequilana Weber variedad azul, con diferentes 

concentraciones de azúcar (10, 20, 30 y 40 g L-1) con el objetivo de saber cuál es la concentración 

ideal para favorecer el crecimiento celular y no la fermentación debido a que se desea conocer 

cómo afectan las saponinas el crecimiento de las levaduras. A todos los medios (jugo de A. 
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tequilana) que se emplearon para realizar las cinéticas (anexo 2) se les adicionó 1 g L-1 de sulfato 

de amonio como fuente de nitrógeno. Podemos observar en la figura 7.3 que ambas cepas presentan 

una velocidad de crecimiento a los 30 g L-1 de azúcares iniciales, estos resultados son similares a 

los obtenidos por de León-Rodríguez y col. (2008), ellos realizaron cinéticas de crecimiento con 

Agave salmiana y diferentes cepas aisladas de mezcal. No obstante, para asegurar que la levadura 

se mantiene en su estado de respiración y no de fermentación se optó por utilizar la concentración 

de 20 g L-1. 
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Figura 7.3 Velocidades máximas de crecimiento en matraz de (a) Saccharomyces cerevisiae y (b) 

Kluyveromyces marxianus, a diferentes concentraciones de azúcares. 

Posteriormente, se realizaron cinéticas de crecimiento en bio-reactores de 3 L de capacidad con 

jugo de Agave tequilana a una concentración de azúcares iniciales de 20 g L-1, para seleccionar la 

velocidad de crecimiento y a su calcular la tasa de dilución (sección 2.4) que se manejó en los 

cultivos en continuo para ambas cepas: S. cerevisiae y K. marxianus (tabla 7.3). 

a. 

b. 
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Tabla 7.3 Velocidad máxima de crecimiento (max) y tasa de dilución (D) de Saccharomyces cerevisiae y 

Kluyveromyces marxianus 

Cepa μmáx. (h-1) D (h-1) 

S. cerevisiae 0.44±0.001 0.21±0.06 

K. marxianus 0.55±0.04 0.12±0.001 

 

En la tabla 7.3 se observa una velocidad de crecimiento mayor por parte de K. marxianus en 

comparación con S. cerevisiae. Lo anterior confirma lo reportado por Lane y Morrissey (2010), 

ellos mencionan que las cepas de K. marxianus muestran velocidades de crecimiento elevadas.  

Debido a que se desea tener un cultivo en continuo donde la cantidad de nutriente restrinja el 

crecimiento (chemostat). El punto clave de este sistema es el crecimiento del microorganismo y 

por ello debemos de trabajar a una tasa de dilución (D) en la cual el sistema no será “lavado”, es 

decir las células no pueden sobrepasar su velocidad de crecimiento máxima (máx.). Por lo tanto, 

se empleó la ecuación 2.2 (sección 2.4) del presente trabajo, para calcular D que mantendría a 

ambas células en crecimiento (Doran 1995; Dunn y col. 2003). 

𝑑𝑥

𝑑𝑡
= 0;  𝜇 = 𝐷 =

𝜇𝑚á𝑥𝑆

𝐾𝑠+𝑆
     (2.2) 

Al presentar K. marxianus una velocidad de crecimiento más elevada es de esperarse que la tasa 

de dilución fuera más pequeña debido a que tenemos que mantener la población celular estable en 

un volumen constante, es decir, evitar que el flujo de alimentación y el de salida ocasionen que 

nuestro sistema sea lavado. 

Finalmente, se realizaron pruebas en matraces con jugo de A. tequilana Weber var. azul a una 

concentración inicial de azúcares de 20 g L-1 y como fuente de nitrógeno sulfato de amonio (1 g 

L-1), adicionando diferentes concentraciones de los extractos de saponinas de A. durangensis y A. 

salmiana ssp. crassispina (0.75, 1.5 y 3.0 mg mL-1). Estas concentraciones se seleccionaron 

tomando por referencia los resultados obtenidos por Verastegui y col. (2008). Lo anterior, permitió 
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conocer la concentración con la cual las levaduras son inhibidas y poder establecer los pulsos a los 

cuales se llevaría a cabo el cultivo en continuo. Por lo tanto, se inocularon los matraces con 1E+06 

cel mL-1, y se tomó muestra transcurridas 12 horas, tiempo en el cual ambas levaduras alcanzan su 

fase exponencial (anexo 2). En las figura 7.4 y figura 7.5 se muestran la población celular y la 

concentración de biomasa en ambas cepas de levadura, al adicionar las diferentes concentraciones 

de los extractos de saponinas de A. durangensis y A. salmiana ssp. crassispina. 

Figura 7.4 Población celular de Saccharomyces cerevisiae y Kluyveromyces 

marxianus en cultivo batch obtenida a las 12 horas de expuestos con diferentes concentraciones de extracto 

de saponinas de (a) Agave durangensis y (b) Agave salmiana ssp. crassispina. 
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En la figura 7.4 y figura 7.5 se observa que conforme aumenta la concentración de saponinas de 

ambos extractos la población celular y la biomasa disminuyen, siendo la cepa de S. cerevisiae la 

que presenta una mayor inhibición en su crecimiento. Además, a diferencia de Verastegui y col. 

(2008) los resultados obtenidos muestran una disminución en el crecimiento al adicionar la 

concentración más baja de extracto de saponinas de ambas especies de Agave. 
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Figura 7.5 Biomasa de Saccharomyces cerevisiae y Kluyveromyces marxianus 

en cultivo batch obtenida a las 12 horas de expuestos con diferentes concentraciones de extracto de 

saponinas de (a) Agave durangensis y (b) Agave salmiana ssp. crassispina. 

 

Existen diversos factores físicos y químicos que pueden ocasionar la inhibición del crecimiento de 

la levadura, como lo son cambios en la temperatura y pH, presión osmótica o la presencia de 
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sustancias inhibidoras, como por ejemplo el etanol, acetato, lactato o algunos ácidos orgánicos 

(Deak 2006; Walker y van Dijck 2006). En el presente trabajo podemos observar que existe una 

disminución en el crecimiento de ambas cepas de levadura, que se evidencia más al calcular los 

rendimientos (tabla 7.4) de producción de biomasa en función del consumo de sustrato (Yx/s). 

 

Tabla 7.4 Rendimientos de biomasa de Saccharomyces cerevisiae y Kluyveromyces marxianus en función del 

consumo de sustrato (Yx/s) transcurridas 12 horas de crecimiento, adicionando diferentes concentraciones (0.75, 1.5 y 

3.0 mg mL-1) de extracto de saponinas de Agave durangensis y Agave salmiana ssp. crassispina. 

Agave Concentración (mg mL-1) Levaduras 

  S. cerevisiae K. marxianus 

A. durangensis 

Blanco 0.1135±0.01 0.8602±0.02 

0.75 0.0941±0.01 0.4499±0.01 

1.5 0.0423±0.002 0.3553±0.05 

3.0 0.0017±0.00 0.1121±0.004 

A. salmiana 

Blanco 0.1187±0.02 0.8397±0.02 

0.75 0.0329±0.004 0.4761±0.01 

1.5 0.0229±0.003 0.3190±0.01 

3.0 0.0341±0.005 0.1632±0.01 

 

En la tabla 7.4, se observa que los rendimientos de biomasa en ambas cepas de levaduras 

disminuyen conforme se adiciona los extractos de saponinas de ambas especies de agave. No 

obstante, los rendimientos de S. cerevisiae disminuyen en mayor medida cuando se adicionan el 

extracto de saponinas de A. durangensis, mientras en la cepa de K. marxianus la disminución de 

sus rendimientos es similar al agregar las diferentes concentraciones de los extractos de saponinas 

de A. durangensis y A. salmiana ssp. crassispina. Lo anterior, nos hace suponer cierta resistencia 

de la cepa de K. marxianus con ambos extractos de saponinas. 
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7.4 Microscopia Electrónica de Barrido (SEM) de las levaduras 

Finalmente, se realizaron cultivos en batch para determinar si existen cambios en la pared celular 

al momento de interactuar con los extractos de saponinas de Agave durangensis y Agave salmiana 

ssp. crassispina. Debido a que la pared celular es la primera barrera de entrada selectiva de la 

célula (Francois 2016). Las muestras que se analizaron por SEM se tomaron a los 10 y 30 minutos 

de haber adicionado los extractos (3 mg mL-1) en ambas cepas de levadura. 

La figura 7.6a presenta la estructura de Saccharomyces cerevisiae sin la adición de los extractos 

de saponinas, y se observa que la pared celular de la levadura es una estructura fibrosa y rugosa 

(Lipke y Ovalle 1998). Después de 10 minutos de haber agregado los 3 mg mL-1 de extracto de 

saponinas de A. durangensis, se observaron algunas invaginaciones y la ruptura de la pared celular 

de S. cerevisiae (figura 7.6b). Mientras que transcurridos 30 minutos S. cerevisiae fue capaz de 

comenzar la regeneración de su pared celular, debido a que se observaron algunas invaginaciones 

y el protoplasto, pero también partes fibrosas comenzaron a formarse (figura 7.6c), dicha estructura 

es la característica de los -glucanos (Osumi 2012). 

De acuerdo con Levin (2005) 30 minutos es el tiempo necesario para que S. cerevisiae regenere 

su pared celular cuando sufre stress causado por temperatura o presión osmótica. En el caso del 

extracto de saponinas de A. durangensis se observa que en este tiempo la cepa de S. cerevisiae 

comienza a regenerar su pared celular en un cultivo en batch. 

Un comportamiento similar se observó cuando se adicionó el extracto de saponinas de A. salmiana 

ssp. crassispina. Debido a que después de 10 minutos se observó un rompimiento de la pared 

celular (figura 7.6d). Sin embargo, después de 30 minutos S. cerevisiae pudo regenerar su pared 

celular, debido a que se muestra la restauración completa de la estructura de las glucanos (figura 

7.6e). Con esta evidencia se confirma que el extracto de saponinas de A. durangensis afectó en 

mayor medida la pared celular de S. cerevisiae. Además, de que 30 minutos es tiempo suficiente 

para que S. cerevisiae regenere su pared celular cuando sufre daños por saponinas de A. salmiana 

ssp. crassispina en un cultivo en batch. 
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Figura 7.6 Análisis de microscopia electrónica de barrido de Saccharomyces cerevisiae (a) sin adicionar 

extracto de saponinas; (b) 10 minutos y (c) 30 minutos después de agregar 3 mg mL-1 de extracto de 

saponinas de Agave durangensis; (d) 10 minutos y (e) 30 minutos después de agregar 3 mg mL-1 de extracto 

de saponinas de Agave salmiana ssp. crassispina. 
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En el caso de Kluyveromyces marxianus, también presentó una estructura fibrosa y rugosa (figura 

7.7a). Sin embargo, se observaron pequeñas invaginaciones después de haber agregado el extracto 

de saponinas de A. durangensis (figura 7.7b), y después de 30 minutos la pared celular se restauró, 

debido a que se muestran microfibras (-glucanos) en su estructura (figura 7.7c). También se 

detectaron cambios en la pared celular de K. marxianus cuando se agregó el extracto de saponinas 

de A. salmiana ssp. crassispina (figura 7.7d y figura 7.7e) debido a que partes de -glucanos y 

protoplasto se observaron a los 10 y 30 minutos después de agregarse el extracto de A. salmiana 

ssp. crassispina. 

Por lo tanto, ambos extractos afectan en mayor medida la pared celular de S. cerevisiae (figura 

7.6) ya que se observó el rompimiento de la pared celular 10 minutos después de haber adicionado 

los extractos de saponinas de ambas especies de Agave. Mientras que K. marxianus (figura 7.7) en 

este mismo periodo de tiempo, sólo presentó pequeñas invaginaciones y partes del protoplasto 

cuando se agregaron los extractos de saponinas de ambas especies de Agave. 

Por lo anterior, se optó por trabajar los cultivos en continuo a con una concentración inicial de 

azucares de 20 g L-1, con las tasas de dilución que se presentan en la tabla 7.3 y emplear las 

concentraciones de 0.75, 1.5 y 3 mg mL-1 de extracto de saponinas de A. durangensis y A. salmiana 

ssp. crassispina.  
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Figura 7.7 Análisis de microscopia electrónica de barrido de Kluyveromyces marxianus (a) sin adicionar 

extracto de saponinas; (b) 10 minutos y (c) 30 minutos después de agregar 3 mg mL-1 de extracto de 

saponinas de Agave durangensis; (d) 10 minutos y (e) 30 minutos después de agregar 3 mg mL-1 de extracto 

de saponinas de Agave salmiana ssp. crassispina. 
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7.5 Cultivo en continuo 

Se realizaron cinéticas en cultivo continuo con el objetivo de conocer el efecto de los extractos de 

saponinas de Agave durangensis y Agave salmiana ssp. crassispina en el crecimiento de las 

levaduras Saccharomyces cerevisiae y Kluyveromyces marxianus, así como en la composición de 

su pared y membrana celular. Por lo anterior, se monitoreó su crecimiento celular empleando 

técnicas como el conteo al microscopio, se cuantifico la biomasa por peso seco, y se monitoreó el 

CO2 producido por la levadura, además de cuantificar los azúcares reductores. 

La figura 7.8 muestra el efecto de los extractos de saponinas de A. durangensis y A. salmiana ssp. 

crassispina en el crecimiento de S. cerevisiae. Cuando el cultivo alcanzó cinco estados de 

residencia (10E+06 ± 1.1 cel mL-1 y 0.27 ± 0.01 g L-1), se realizaron pulsos de extracto de 

saponinas de A. durangensis (0.75, 1.5 y 3 mg mL-1), y se observó una disminución en la población 

celular, la biomasa y el porcentaje de CO2 10 minutos después de haber realizado cada pulso, lo 

que indica que posiblemente exista una inhibición en el crecimiento de S. cerevisiae. Al final del 

cultivo del cultivo la población celular y la concentración de biomasa fueron de 23.3E+06 ± 1.1 

cel mL-1 y 1.0 ± 0.1 g L-1 respectivamente (figura 7.8a). Este mismo fenómeno también se observó 

con los pulsos de extracto de saponinas de A. salmiana ssp. crassispina, que comenzó con un 

estado estacionario cuya población celular y biomasa fueron de 15.8E+06 ± 1.1 cel mL-1 y 0.7 ± 

0.001 g L-1 respectivamente, la concentración final del cultivo alcanzó una población celular de 

28.3E+06 ± 1.8 cel mL-1 y de biomasa de 1.1 ± 0.16 g L-1 (figura 7.8b).  

Por lo tanto, se prosiguió a calcular el IC50 que es la concentración máxima inhibitoria de ambos 

cultivos, donde el extracto de saponinas de A. durangensis mostró un efecto mayor de inhibición 

de crecimiento (IC50= 2.4 ± 0.1 mg mL-1) en comparación con el extracto de saponinas de A. 

salmiana ssp. crassispina (IC50= 1.6 ± 0.1 mg mL-1) en S. cerevisiae. Esta inhibición también se 

confirma debido a que cuando se adicionó el pulso de 3 mg mL-1 del extracto de saponinas de A. 

durangensis, se observó una acumulación de azúcares residuales (figura 7.8a). 

En un reactor en continuo el medio es suministrado continuamente al reactor para sostener el 

crecimiento de la población celular, y el producto es removido también continuamente del reactor 

para alcanzar un volumen constante de operación. La velocidad de remoción es caracterizada por 

la tasa de dilución (D), que es reciproca a los tiempos de residencia del reactor. El efluente de 

salida del reactor no solo contiene el producto o metabolito de interés, sino que también contiene 



74 
 

sustrato que no fue utilizado por el microorganismo, biomasa celular y varios metabolitos 

producidos por la célula. El sistema continuo suministrado en el presente trabajo, suministra un 

flujo constate de medio de cultivo (jugo de Agave tequilana), y se esperaba maximizar el estado 

estacionario de la población celular en ausencia de factores externos que perturben dicho sistema 

(Henson 2003). No obstante, al adicionar los pulsos de extracto de saponinas de A. durangensis y 

A. salmiana ssp. crassispina se observa que el sistema sufre una afectación, debido a la 

disminución en la población celular y biomasa. En algunos reportes, esta disminución en la 

concentración de biomasa y población celular se observa cuando las células de levadura sufren 

diferentes tipos de estrés como lo es por un aumento en su temperatura o en la presencia de 

inhibidores como furfural (Henson 2003; Tibaylenc y col. 2010). Aunque hasta el momento no 

existen reportes del efecto de las saponinas en un cultivo en continuo, un comportamiento similar 

se observó cuando cepas de Candida albicans fueron tratadas con extracto de saponinas de 

Sapindus saponaria, debido a que 10 minutos después de su tratamiento la cantidad de células en 

el cultivo batch comenzó a disminuir (Shinobu-Mesquita y col. 2015). Sin embargo, a diferencia 

de los resultados reportados por Shinobu-Mesquita y col. el cultivo en continuo permitió observar 

que las levaduras podían recuperarse de dicha inhibición debido a la alimentación continua de 

azúcares. Lo anterior, se puede observar debido a que en el medio se mantiene una concentración 

mínima de azúcares, lo que nos hace confirmar que la levadura los está consumiendo para su 

crecimiento y que la disminución de biomasa, población celular y CO2 se debe a los pulsos de las 

saponinas, y no a un posible lavado debido a que las tasas de dilución no fueran las adecuadas. Por 

lo tanto, se puede concluir que la inhibición por saponinas comienza a partir de los 10 minutos de 

haber adicionado el extracto en S. cerevisiae (figura 7.8).  
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Figura 7.8 Cultivo en continuo de Saccharomyces cerevisiae,  inicio del cultivo,  pulsos de 

extractos de saponinas (a.) Agave durangensis y (b) Agave salmiana ssp. crassispina;  CO2 (%),

población celular (cel mL-1),  biomasa (g L-1) y  azúcar residual (g L-1)  
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La figura 7.9 muestra el efecto de los extractos de saponinas de A. durangensis y A. salmiana ssp. 

crassispina en el crecimiento de K. marxianus. El cultivo en continuo comenzó cuando la levadura 

alcanzó una población celular de 19.8E+06 ± 0.3 cel mL-1 y una concentración de biomasa de 0.7± 

0.03 g L-1. 

Cuando se adicionó el primer pulso (0.75 mg mL-1) de extracto de saponinas de A. durangensis, 

se observó una disminución en la población celular, biomasa y porcentaje de CO2, que se mantuvo 

sin cambios cuando se adicionaron los otros dos pulsos. Al final del cultivo, la población celular 

fue de 167.5E+06 ± 3.5 cel mL-1 y biomasa de 1.4 ± 0.29 g L-1 (figura 7.9a). En el caso del extracto 

de saponinas de A. salmiana ssp. crassispina, el cultivo en continuo inició con una población 

celular y una concentración de biomasa de 20.5E+06±1.5 cel mL-1 y 0.6±0.2 g L-1 respectivamente. 

También se observó una inhibición en el crecimiento cuando se adicionó el primer pulso de 

extracto (0.75 mg mL-1). Al final del cultivo la población celular fue de 196.3E+06±2.4 cel mL-1 

y la concentración de biomasa fue de 1.8± 0.2 g L-1 (figura 7.9b). Lo anterior también demuestra 

que el extracto de saponinas de A. durangensis inhibe (IC50=1.40 ± 0.1 mg mL-1) en mayor medida 

el crecimiento de K. marxianus que el extracto de saponinas de A. salmiana ssp. crassispina (IC50= 

1.30 ± 0.1 mg mL-1). 

Finalmente, se observó que K. marxianus presentó concentraciones elevadas en su población 

celular y biomasa. De acuerdo con algunos estudios (Killen y col. 1988; Miyakoshi y col. 2000), 

la actividad antimicrobiana de las saponinas es inversamente proporcional a la biomasa y a la 

densidad celular del organismo objetivo; a altas densidades celulares cada célula lleva una 

concentración baja de saponinas, que puede no cumplir con los requerimientos necesarios para la 

formación de poros responsable de la inhibición celular. Por lo tanto, K. marxianus al presentar 

una mayor concentración de células y biomasa presentó una mayor resistencia a los pulsos de 

saponinas en comparación con S. cerevisiae. 
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Figura 7.9 Cultivo en continuo de Kluyveromyces marxianus,  inicio del cultivo,  pulsos de 

extractos de saponinas (a.) Agave durangensis y (b) Agave salmiana ssp. crassispina;  CO2 (%),

población celular (cel mL-1),  biomasa (g L-1) y  azúcar residual (g L-1)  

 

Para conocer si existe alguna diferencia en la conformación de la pared y membranas celulares de 

S. cerevisiae y K. marxianus por efecto de los extractos de saponinas de ambas especies de agaves, 
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se analizaron los polisacáridos de la pared celular y los lípidos de la membrana celular de ambas 

levaduras. 

 

7.5.1 Composición de la pared celular 

El análisis de la pared celular se desarrolló al fraccionar la pared celular de las levaduras en tres 

partes, al separar los componentes de la pared celular de acuerdo a su solubilidad para un mejor 

análisis, con el método descrito por Nguyen y col. (1998). La concentración de N-

acetilglucosamina (quitina) fue muy baja (menos del 1% w/w) y no presentó ningún cambio 

significativo en ambas levaduras. Sin embargo, la concentración de 1, 3 -glucanos, 1, 6 -

glucanos y mananos se vio afectada por la adición de los tres pulsos de los extractos de saponinas 

de Agave durangensis y Agave salmiana ssp. crassispina.  

En el experimento control (sin adición de saponinas), se observó que Kluyveromyces marxianus 

contiene una concentración más alta de 1, 3 -glucanos y mananos que Saccharomyces cerevisiae. 

Ambas cepas presentaron la misma concentración de 1, 6 -glucanos (figura 7.10). 

En S. cerevisiae la concentración de 1, 3 glucanos y 1, 6 glucanos disminuye un 83.3% y un 

95% respectivamente cuando se realizó el primer pulso (0.75 mg mL-1) del extracto de saponinas 

de A. durangensis. No obstante, cuando se realizaron los otros dos pulsos la concentración de 1, 3 

-glucanos comenzó a incrementarse, mientras que la concentración de 1, 6 -glucanos 

permaneció constante, al igual que la concentración de los mananos (figura 7.10a). Con el primer 

pulso (0.75 mg mL-1) de extracto de saponinas de A. salmiana ssp. crassispina la concentración 

de 1, 3 glucanos disminuyó un 46.7 % en S. cerevisiae y continuó cayendo un 18.3% al 

realizarse los otros dos pulsos. La concentración de los 1, 6 -glucanos cayó un 80% en 

comparación con el control y se incrementó gradualmente hasta recuperarse en un 55% con el 

último pulso. En el caso de la concentración de los mananos está se incrementó un 50% con el 

primer pulso de saponinas de A. salmiana ssp. crassispina, pero regresó a su concentración original 

(control) al final del cultivo (figura 7.10b). 

En los cultivos con K. marxianus con los extractos de saponinas de A. durangensis y A. salmiana 

ssp. crassispina la concentración de 1, 3 glucanos y 1, 6 -glucanos decrece aproximadamente 
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un 80% y un 30% respectivamente con el primer pulso (0.75 mg mL-1). Sin embargo, ambos 

polímeros mantienen su concentración cuando se adicionan los otros dos pulsos (figura 7.10c y 

figura 7.10d). Aunque, la concentración de mananos cambia de diferente manera con ambos 

extractos. Con los pulsos de saponinas de A. durangensis la concentración de mananos disminuye 

66.7% con el primer pulso, pero comienza a incrementarse cuando se agregaron los otros dos 

pulsos (1.5 y 3 mg mL-1) hasta alcanzar la concentración del control (figura 7.10c). Mientras que 

con los pulsos del extracto de saponinas de A. salmiana ssp. crassispina la concentración de 

mananos en K. marxianus decrece un 33% y se mantiene constante durante todo el cultivo (figura 

7.10d). 

En ambas cepas de levadura existe una disminución de la concentración de los polisacáridos de la 

pared celular (figura 7.10) cuando se adiciona el primer pulso de los extractos de saponinas de 

agave. Sin embargo, cuando se adicionan los otros dos pulsos el comportamiento es las cepas es 

distinto dependiendo del tipo de extracto que se esté adicionando, lo anterior se puede deber a que 

la concentración de los polisacáridos de la pared celular en las levaduras puede variar de acuerdo 

a las condiciones del cultivo, a los procesos de crecimiento o fermentación y/o a los antecedentes 

de la cepa (Francois, 2016). En este sentido, se podría concluir que las cepas de levadura 

modificaron la conformación de la pared celular en función de los cambios externos que sufría el 

medio al adicionar el extracto de saponinas. 

Por otro lado, Keukens y col. (1995) observaron que cuando se agregan cadenas de azúcares a las 

membranas lipídicas la interacción esterol-saponina exhibe una curvatura más pronunciada. En 

este trabajo la pared celular de ambas levaduras mostró diferencias en su conformación (figura 

7.10) al momento de adicionarle los diferentes pulsos de extracto de saponinas. Lo anterior se 

puede deber a que posiblemente la parte glicosidica de la saponina interactúe con los glucanos 

de la pared celular (anexo 3). Debido a que cuando se realizaron los pulsos de los extractos de 

saponinas, ambas cepas exhibieron cambios en la conformación manano/ 1, 3 -glucano y manano/ 

1, 6 glucano (tabla 7.5). Por lo tanto, se puede suponer un rompimiento entre estos polímeros y 

por lo tanto una remodelación de la estructura de la pared celular de S. cerevisiae y K. marxianus 

(Cabib y Arroyo, 2013), causando una curvatura más pronunciada en la formación del poro en la 

célula y por consiguiente su inhibición en el crecimiento.  
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Figura 7.10 Concentración de los polisacáridos de la pared celular 1, 3 glucanos,  1, 6 -glucanos y 

 mananos (mg sobre g de biomasa) en Saccharomyces cerevisiae 10 minutos después de haber aplicado 

los pulsos de (a) Agave durangensis y (b) Agave salmiana ssp. crassispina y en Kluyveromyces marxianus 

10 minutos después de haber aplicado los pulsos de (c) A. durangensis y (d) A. salmiana ssp. crassispina. 
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Tabla 7.5 Relación de los polisacáridos de la pared celular sin saponinas (control), 10 minutos después de 

haber realizado los pulsos (0.75, 1.5 y 3 mg mL-1) de los extractos de saponinas de Agave durangensis y 

Agave salmiana ssp. crassispina, y al final de los cultivos en continuo (S. cerevisiae = 100 horas; K. 

marxianus = 175 horas). 

 

 

Se realizó un análisis estadístico para confirmar si las cepas de levadura, la especie de Agave, la 

concentración de extracto de saponinas y la interacción entre ellas afectan la concentración de los 

-glucanos y mananos (tabla 7.6). Se observó que existe una diferencia estadística significativa 

(p-value<0.05) en la conformación de los polisacáridos de la pared celular en relación con el tipo 

de cepa. También, existe una diferencia estadística significativa (p-value<0.05) en la interacción 

de la cepa de levadura y la especie de Agave en la concentración de mananos, Klis y colaboradores 

(2006) mencionan que los mananos juegan un papel importante en las funciones sensoriales de la 

levaduras, que son la identificación de nutrientes o toxinas. En el presente trabajo, se observa que 

de acuerdo a la especie de Agave la concentración de mananos se ve afectada, lo anterior se podría 

deber a los diferentes tipos de saponinas y otros nutrientes presentes en ambas especies de Agave. 

Finalmente, la especie de Agave presenta una diferencia estadística significativa (p-value<0.05) en 

la producción de 1, 6 glucanos. Este polímero es responsable de estabilizar toda la estructura de 

la pared celular en la levadura (Klis y col. 2006). Por lo tanto, se observó que de acuerdo con la 

especie de Agave, y posiblemente con la estructura de las saponinas, se afecta la concentración y 
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la conformación de la pared celular de las levaduras, en donde la parte glicosidica de las saponinas 

juega un importante papel en el efecto antimicrobiano de las saponinas (Yang y col. 2006). 

 

Tabla 7.6 P-values registrados obtenidos del análisis de varianza de las cepas de levadura, la especie de 

Agave, la concentración del extracto de saponinas y la interacción entre ellos: AB (levadura-Agave), AC 

(levadura-concentración de extracto) y BC (Agave-concentración de extracto), de cómo afectan la 

concentración de los glucanos y mananos de la pared celular. 

Fuente 1, 3 β-glucanos Mananos 1, 6 β-glucanos 

A: Levadura 0.00 0.01 0.00 

B: Agave 0.83 0.88 0.01 

C: concentración del 

extracto  

0.07 0.25 0.18 

AB 0.09 0.01 0.35 

AC 0.36 0.88 0.66 

BC 0.69 0.46 0.08 

 

Finalmente, debido a que ambas cepas de levadura presentan diferencias estadísticas en la 

conformación de los polímeros (tabla 7.6) cuando se les adicionó los pulsos de A. durangensis y 

A. salmiana ssp. crassispina, aunado al hecho de que existen algunos microorganismos que 

presentan actividad saponinasa y que dicha actividad puede estar relacionada con la conformación 

de la pared celular (Bernards y col. 2011). Se realizó un ensayo para determinar si existe actividad 

saponinasa en ambas cepas de levadura. 

 

7.5.2 Actividad saponinasa 

Los pulsos de extracto de saponinas de Agave durangensis no generaron actividad saponinasa en 

el cultivo de Saccharomyces cerevisiae (figura 7.11a). Sin embargo, se observó actividad 
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saponinasa al adicionarse los pulsos de Agave salmiana ssp. crassispina (0.75 y 1.5 mg mL-1) en 

los cultivos de S. cerevisiae (figura 7.11b). En este contexto, existe evidencia de que algunas cepas 

de S. cerevisiae presentan actividad glucosidasa en casos y condiciones particulares (Rosi y col. 

1994). Por lo tanto, es posible que la cepa de S. cerevisiae empleada en este estudio presente este 

tipo de actividad sólo para algunas saponinas que están presentes en el extracto de A. salmiana 

ssp. crassispina. 

En el caso de Kluyveromyces marxianus, presentó actividad saponinasa con ambos extractos de 

saponinas, que se incrementó conforme la concentración de extracto de saponinas de A. 

durangensis aumentaba (figura 7.11c) y permaneció constante con los pulsos de extracto de 

saponina de A. salmiana ssp. crassispina (figura 7.11d). También en el caso de K. marxianus se 

ha reportado que algunas cepas pueden producir varias enzimas, como las -glucosidasas (Barron 

y col. 1995; Lane y Morrissey 2010). En este caso, K. marxianus induce actividad saponinasa en 

los dos extractos de Agave; lo que contribuye a reducir el efecto inhibitorio de las saponinas, 

aunado a las altas cantidades de producción celular que se generaron en los cultivos en continuo. 

Es importante mencionar que cuando S. cerevisiae y K. marxianus presentaron actividad 

enzimática la concentración de mananos también aumento. Por lo que, es posible que exista una 

relación directa entre síntesis de mananos y la actividad saponinasa (figura 7.11). 
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Figura 7.11 Concentración de mananos  (mg sobre g de biomasa) y actividad saponinasa  (mol L-1 

min-1) en Saccharomyces cerevisiae 10 minutos después de haber aplicado los pulsos de (a) Agave 

durangensis y (b) Agave salmiana ssp. crassispina y en Kluyveromyces marxianus 10 minutos después de 

haber aplicado los pulsos de (c) A. durangensis y (d) A. salmiana ssp. crassispina. 

 

7.5.3 Composición de la membrana celular 

Además de los cambios observados en la pared celular de las levaduras Saccharomyces cerevisiae 

y Kluyveromyces marxianus, también se analizó el efecto del extracto de saponinas de ambas 

especies de Agave en la composición de lípidos de la membrana celular, particularmente en los 

fosfolípidos, debido a que son las moléculas más adaptables en lo que se refiere a la respuesta a 

los cambios ambientales, ya que tanto las cadenas de acilo como sus cabezas polares pueden alterar 

su conformación ayudando a la estabilidad y a la fluidez de la bicapa (Russell y col. 1995).  
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Se utilizó la espectrometría de masas (Q-TOF) acoplada a cromatografía de líquidos (figura 7.12). 

Se observó que los ácidos grasos saturados que predominaron en ambas cepas de levadura fueron: 

el ácido palmítico (C 16:0) y el esteárico (C 18:0), mientras que los ácidos grasos insaturados 

predominantes fueron el ácido palmitoleico (C 16:1) y oleico (C 18:1). También se encontró en 

menor proporción el ácido linoleico (C 18:2). Lo anterior, es consistente a estudios previos en 

donde mencionan que estos son los ácidos mayoritarios en la membrana celular de las levaduras 

(Rattray y col. 1975; Van der Rest y col. 1995; Blogovic y col. 2001; Xia y Yuan 2009). 

Los fosfolípidos mayoritarios encontrados en S. cerevisiae fueron: la fosfatidilcolina (PC) y la 

fosfatidiletanolamina (PE). En el caso de K. marxianus además de contar con PC y PE como 

fosfolípidos mayoritarios, también se observó la presencia de fosfatidilserina (PS) y trazas de ácido 

fosfatídico (PA). 

También se observó que cuando se realizaron los pulsos de ambas especies de Agave se redujo la 

longitud de las cadenas acilo y disminuyó su saturación en ambas cepas de levadura (tabla 7.7). 

Dichos cambios causan una mayor permeabilidad en las células (Turk y col. 2011). 



86 
 

 

 

Figura 7.12 Cromatograma y espectro de masas (UPLC Q TOF MS/MS) de Kluyveromyces marxianus al 

adicionar el extracto de saponinas de Agave durangensis (0.75 mg mL-1) 

En la tabla 7.7 se presentan la conformación de los fosfolípidos de membrana celular de S. 

cerevisiae y K. marxianus 10 minutos después de haber adicionado los pulsos de los extractos de 

saponinas de A. durangensis y A. salmiana ssp. crassispina (0.75 y 3 mg mL-1). Se observó 

cambios en la conformación de la membrana celular de S. cerevisiae y K. marxianus al adicionar 

los pulsos de extracto de ambas especies de Agave. Aunque se sabe que la interacción saponina-

esterol es la causante de la formación de poros en la membrana celular (Glauert y col. 1962; 

Keukens y col. 1995; Lin y Wang 2010; Augustin y col. 2011), los fosfolípidos de la membrana 



87 
 

celular son un componente importante para la fluidez y permeabilidad de la membrana, y hasta el 

momento no se ha reportado el efecto de las saponinas en su composición. Sin embargo, 

comparado con otros estudios en donde demuestran que la levadura al someterse a condiciones 

estresantes como lo es los cambios de temperatura y la adición de ciertos inhibidores (fenol, 

furfural, ácido acético) modifican su estructura originando una mayor permeabilidad al acortar las 

cadenas de hidrocarburos y al aumentar su insaturación (Schneiter y col. 1999; Ejsing y col. 2009; 

Xia y Yuan 2009; Tronchoni y col. 2012). Estos mismos efectos se pueden observar al adicionar 

los extractos de saponinas de A. durangensis y A. salmiana ssp. crassispina. 

En el caso de S. cerevisiae destaca la presencia de cadenas cortas y medianas de hidrocarburos que 

no se observaron en los reportes previos por efectos de la temperatura o la adición de inhibidores 

(Ejsing y col. 2009; Xia y Yuan 2009), así como también una mayor insaturación en las cadenas 

de hidrocarburos y el aumento de PE. En este contexto Var der Rest y col. (1995) encontraron que 

el aumento de este fosfolípido ocasiona una mayor curvatura en la membrana lo que facilita su 

fluidez, lo que lleva a suponer que las saponinas de agave de ambos extractos no sólo interactúan 

con el ergosterol de la membrana, sino que también existe una modificación en la estructura de los 

carbohidratos de la pared celular, y de los fosfolípidos de la membrana celular que ayudan a 

favorecer esta interacción y por ende la inhibición en el crecimiento de la levadura (anexo 3). 

En el caso de K. marxianus se observa la presencia de PS y trazas de PA. Existen reportes que 

mencionan que la existencia de PS en la membrana de las levaduras es un marcador para decir que 

esta es tolerante al etanol (Blagovic y col. 2001), y  que la presencia de PA de cadenas insaturadas 

muestra una tolerancia al ácido acético (Xia y Yuan 2009). Por lo que se puede suponer que la 

presencia de ambos fosfolípidos se pueda deber a una respuesta adaptativa a la presencia de las 

saponinas, ya que estas moléculas al ser solubles en agua por sus cadenas de azúcares presentan 

cierto carácter hidrofilico al igual que el etanol y el ácido acético. Por lo tanto, K. marxianus no 

sólo podría ser una levadura tolerante al etanol (Lane y Morrissey 2010), sino que también es 

tolerante a las saponinas de Agave (anexo 4).  
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Tabla 7.7 Conformación de lípidos de la membrana celular de Saccharomyces cerevisiae y Kluyveromyces 

marxianus 10 minutos después de adicionar los pulsos (0.75 y 3 mg mL-1) de extractos de saponinas de 

Agave durangensis y Agave salmiana ssp. crassispina; monoacilglicerofosfocolinas (LPC), fosfatidilcolina 

(PC), fosfatidiletanolamina (PE), fosfatidilserina (PS), y diacilglicerol (DG) 

 



 

  

Si buscas resultados distintos, no hagas siempre lo mismo 

Albert Einstein 

Conclusiones y Perspectivas 
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8. Conclusiones 

En el presente trabajo se caracterizaron por espectrometría de masas (MALDI-TOF) tres tipos de 

saponinas en el extracto de Agave durangensis, las cuales fueron: Agavoside A, Agavoside B, 

Agave cantala saponin N. En el caso del extracto de saponinas de Agave salmiana ssp. crassispina 

se identificó también la presencia de Agavoside A. 

En el extracto de saponinas de A. durangensis la aglicona mayoritaria fue la hecogenina que se 

encuentra en las saponinas Agavoside A y Agavoside B. Ambas saponinas fueron reportadas 

previamente en extracto de Agave americana y fueron identificadas de manera parcial en hojas de 

A. durangensis por cromatografía de líquidos (HPLC) y UV. Sin embargo, es mediante la m/z 

identificada en el presente trabajo que se puede corroborar la presencia de estas dos saponinas en 

el A. durangensis. En el caso de la saponina de Agave cantala saponin N su aglicona es una 

tigogenina, y sólo se había identificado anteriormente en los extractos de A. cantala.  

Además, se encontró la saponina Agavoside A en el extracto de saponinas de Agave salmiana ssp. 

crassispina, esta saponina no fue la mayoritaria, sino dos saponinas cuyas agliconas fueron una 

gentrogenina y una manogenia respectivamente. Ambas saponinas contienen una serie de cadenas 

de hexosas y pentosas enlazadas, generando una m/z de 1118.81 en el caso de la gentrogenina y 

una m/z de 550.55 en el caso de la manogenina. Estas m/z no han sido reportadas anteriormente, 

por lo que podemos suponer que posiblemente sean dos nuevas saponinas que sean sintetizadas 

por A. salmiana ssp. crassispina. 

La presencia de la hecogenina en ambos extractos, aunado a que las saponinas de A. durangensis 

mostraron un mayor efecto inhibitorio en ambas levaduras, hace concluir que esta aglicona es la 

responsable de la disminución del crecimiento de Saccharomyces cerevisiae y Kluyveromyces 

marxianus. Sin embargo, de acuerdo a los cultivos en continuo la cepa S. cerevisiae mostró una 

mayor inhibición, lo que puede deberse a las diferencias en la conformación de la pared y 

membrana celular, y además de que K. marxianus presentó actividad saponinasa con ambos 

extractos. Por lo tanto, no sólo la interacción de la aglicona con el esterol, que ya ha sido reportado 

extensamente, ocasiona la inhibición de los microorganismos, sino que existe una serie de factores 

que influyen a que se propicia la formación de los poros responsables de la lisis celular. En este 

contexto, se observó que en el caso de la pared celular los glucanos y mananos modificaron su 

relación cuando se adicionaron los pulsos de ambos extractos de saponinas, lo anterior se puede 
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deber a que la parte glucídica de las saponinas interactúa con los glucanos de las levaduras 

generando una mayor curvatura que propicie a la formación del poro para la lisis celular. Por lo 

tanto, se concluye que no solo la aglicona, sino que también la parte glucidica de la saponina juega 

un papel importante en la actividad antimicrobiana. En la membrana celular se observaron cambios 

en la conformación de los fosfolípidos, tales como la disminución de sus cadenas acilo y el 

aumento de la insaturación, dichos cambios también favorecen a que la curvatura de la membrana 

sea más pronunciada y favorezca a la formación de poros y por consiguiente la inhibición en el 

crecimiento de la levadura. 

Finalmente, se observó tanto en los cultivos batch como en continuo que 10 minutos es tiempo 

suficiente para observar los efectos realizados por las saponinas en las levaduras, y que existe una 

relación directa entre la concentración de mananos y la actividad saponinasa en K. marxianus. Por 

lo que, la cepa K. marxianus empleada en este trabajo es tolerante a las saponinas, lo que ayudaría 

a mejorar los procesos de fermentación de las bebidas de Agave. 

 

9. Perspectivas 

Las saponinas presentes en los Agave durangensis y Agave salmiana ssp. crassispina presentaron 

actividad antimicrobiana que puede ser potencialmente utilizada en la industria farmacéutica y 

alimentaria. 

En el presente trabajo sólo se analizaron los extractos de saponinas por espectrometría de masas, 

y se identificaron dos posibles nuevas saponinas en A. salmiana ssp. crassispina. Por lo que se 

recomienda, que se realice una resonancia magnética nuclear (RMN) para complementar el análisis 

y la elucidación de estas moléculas. 

Además se sugiere realizar el análisis del efecto de las saponinas de manera individual, con el 

objetivo de conocer si el efecto antimicrobiano es sólo de una saponina o si existe un sinergismo 

entre ellas. También se sugiere hacer un estudio más profundo en la ruta de la integración de la 

pared celular (CWI), con el objetivo de conocer si la interacción de las saponinas con la pared 

celular es sólo un proceso mecánico o si existe algún efecto de carácter bioquímico. 

 



 

  

El científico no tiene por objeto un resultado inmediato, él no espera que 

sus ideas sean fácilmente aceptadas, su deber es sentar las bases para 

aquellos que están por venir, y señalar el camino 

Nikola Tesla 
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