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NOTA TECNICA

CARACTERIZACION BIOQUI’MICA PRELIMINAR DE LOS PRINCIPALES
COMPONENTES DEL MUCILAGO DEL CARDON DATO (Stenocereus griseus
(Haw.) F. Buxb) *

Preliminary biochemical characterization of the main components from the Cardon
Dato (Stenocereus griseus (Haw.) F. Buxb ) mucilage

Manuel Antonio Henriquez-Rodriguez', Juana Pérez?, José Gascé’, Orlando Rodriguez'y Alicia Prieto’®

RESUMEN

Se extrajo y caracterizo parcialmente el mucilago del cactus Stenocereus griseus (Haw.) F. Buxb,
conocido habitualmente como cardon dato (CD). Este material fue dializado y posteriormente separado
en dos fracciones, unasoluble en aguay otra insoluble, cuya composicion y tipos de enlace predominantes
fueron analizados mediante espectrofotometria infrarroja, hidrélisis acida y andlisis de metilacién. El
material contiene &cidos urdnicos y azlcares neutros, principalmente galactopiranosa unida mediante
enlaces 14 y 14,6 y cantidades menores de ramnosa, galactosa y arabinosa. Esta composicién es
caracteristica de polisacéridos tipo pectina. EI uso como acondicionador natural de suelos de estas
pectinas hasido reportado, de alli el significado de su caracterizacion.
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ABSTRACT

The mucilage was extracted and partially characterized from the cactus commonly known as
Cardon Dato (Stenocereus griseus (Haw.) F. Buxb). The material was dialyzed and separated in two
fractions, one water-soluble and the other water-insoluble, and their composition and main linkage types
were analyzed by means of infrared spectrophotometer, acid hydrolysis, and methylation analysis. This
material contained uronic acids and neutral sugars, mainly galactopyranose (linked by bonds 14 and 14, 6)
and minor quantities of ramnose, galactopse and arabinose. This composition is characteristic for pectin-
type polysaccharides. The use of such mucilage as a soil natural conditioner has been reported, so, that is
the connotation of its characterization.
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INTRODUCCION

Las pectinas son polisacaridos
estructurales de la pared celular primaria de
plantas superiores, que actian como sustancias
cementantes y tienen una importante misién en el
mantenimiento de la hidratacion de la planta (Lau
et al. 1985). Quimicamente, estas sustancias son
heteropolisacaridos complejos (Mathews y Van
Holde 2000). EI componente principal de todas
las pectinas es el acido galacturdnico, que forma
un esqueleto enlazado por uniones <=4y mas
0 menos metoxilado segln su procedencia
(Keller 1983). Ademas de acido galacturdnico, se
ha descrito que las pectinas contienen
monosacaridos neutros, como ramnosa (que
también formaria parte del esqueleto principal),
galactosa y arabinosa en cadenas laterales. Hay
que destacar que las pectinas son muy
heterogéneas, ya que su composicion varia segun
la especie de la que se obtienen, asi como en
funcion de las condiciones de extraccion,
ambientales (Chang et al. 1994) y estacionales
(Retmal et al. 1987). EI mucilago de Opuntia
humifusa extraido y analizado por Nobel et al.
(1992) tuvo la siguiente composicién promedio
de mondmeros: arabinosa (42%), xilosa (22%)
galactosa (21%), acido galacturénico (8%) y
ramnosa (7%).

La composicion del mucilago de Opuntia
ficus-indica, segun Trachtenberg y Mayer (1981)
fue galactosa (40,1%), arabinosa (24,6%), xilosa
(22,2%), acido urdnico (19,5%) y ramnosa
(13,2).

Los mucilagos analizados por Karl et al.
(1975) presentaron diferentes porcentajes de

acidos urénicos: Wigginsia erinacea (51%),
Cereus peruvianus (44%), Opuntia monocantay
Opuntia nopolea—coccinillifera (25%). Estas
plantas tienen
siguientes: Wigginsia erinacea, ramnosa-

las relaciones monoméricas

galactosa-arabinosa (1:1,5:3,5); Cereus
peruvianus, ramnosa-arabinosa-galactosa
(1:1:2); Opuntia monocanta y Opuntia
nopolea—coccinillifera, ramnosa-xilosa-
galactosa-arabinosa (1:1,8:2,1:4,7).

La composicion del mucilago puede variar
estacionalmente, tal como fue reportado por
Retmal et al. (1987) en el mucilago de Opuntia
ficus indica. Los mucilagos de los cactus o
cardones tienen una composicion similar a los
exudados de goma de las especies Sterculia y
Khaya, las cuales contienen méas acido
galacturonicoy mas ramnosa que las pectinas.

Un estudio realizado en el Valle de Quibor,
Lara-Venezuela por Villafafie et al. (1999) indicé
que el CD es una de las especies abundantes del
area y por esta razon, su explotacion comercial
puede ser interesante. EI mucilago del Cardon
Dato ha sido utilizado tradicionalmente como
aditivo para purificar el agua y como
acondicionador natural de suelos empobrecidos,
se ha demostrado que su aplicacion mejora
algunas de las propiedades fisicas de estos suelos.
Henriquez et al. (2000) estudiaron el efecto del
mucilago del CD sobre la floculacion de
particulas en suspensién, la conductividad
hidraulica (CH) y la profundidad de penetracion
de aguaen un suelo de Quibor, concluyeron que el
mucilago reducia la concentracion de particulas
en suspension e incrementaba la CH y la
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profundidad de penetracion del agua, en relacién
a un testigo. La aplicacion en el agua de riego del
extracto del mucilago del CD favorecid la
floculaciéon de las particulas dispersas,
incremento la CH y el porcentaje de poros >15m
en el mismo suelo de Quibor (Henriquez y
Rodriguez 2002). Esos reportes refieren que el
mucilago del CD ha sido utilizado como un
acondicionador natural de suelos que permite
modificar algunas de las propiedades fisicas y
motivaron el interés de su caracterizacion.

En un estudio anatdmico al microscopio
del tallo de tres cactaceas (Sanabria y Torres
1999) se describio que el CD posee de 2 a 17
estructuras secretoras de mucilago por campo,
con un didmetro de 100-300 um. Rojas y Salazar
(2004) reportaron que la pectina (en ciertos
casos, sinénimo del mucilago) del CD tiene un
elevado peso molecular, pero poco se conoce
acerca de su composicién. El objetivo del
presente trabajo fue caracterizar los principales
componentes de un extracto del mucilago de
Stenocereus griseus (Haw.) F. Buxb, antes
Lemaireocereus griseus (Haw.) Br. & Rose.

MATERIALES Y METODOS

Extraccion del mucilago. Para la
extraccion del mucilago se utilizd la técnica
propuesta por Henriquez (2005) y se procedio de
la siguiente manera: se recolectaron 43,8 kg de
CD en Quibor, cuya area es parte de la zona
semiarida del estado de Lara (700 msnm, latitud
9°55'41", longitud 69°34'40™), la cual se sitla a
unos 350 km al Oeste de Caracas. El experimento
se llevo a efecto durante el afio 2005, en los

laboratorios de la Universidad Politécnica de
Madrid (UPM) y el Centro de investigaciones
Biologicas (CIB) del Consejo Superior de
Investigaciones Cientificas (CSIC), Madrid-
Espafia. Tras separar la corteza y la medula se
obtuvieron unos 24 kg de parénquima acuoso que
se vertieron en 48 | de agua acidulada con acido
sulfurico (pH entre 2 y 3). La mezcla se calentd
hasta 60°C, se dejé macerando durante 24 horas,
tras las cuales la mayor parte del mucilago pasé a
la solucidn acida. La fraccion de mucilago que
permanecio en el parénguima acuoso solido, tras
el tratamiento con &cido, se extrajo colocando
pequefias cantidades del s6lido sobre un lienzo de
tela y aplicando una presion de 1-3 kg cm®. El
material solido se desecho y las dos fracciones
liquidas se mezclaron, el contenido de agua de la
mezcla se redujo por evaporacion a 60°C. En otro
recipiente se trasladaron alicuotas de 6 a 8 | del
extracto acuoso filtrado, a las cuales se afiadio
lentamente alcohol isopropilico hasta que ceso la
precipitacion de mucilago, las hebras del material
precipitado se recogieron con la ayuda de una
varilla de vidrio. Para evitar su descomposicion,
el mucilago humedo fue almacenado en
frigorifico, a una temperatura entre 2 y 5°C en
envases con cierre hermético.

Dialisis del material. EI mucilago se
dializo frente a agua desionizada (para eliminar
sales y moléculas de pequefio tamafio) y se
liofilizo. Posteriormente, se calculd la diferencia
entre el peso seco del CD antes y después de la
didlisis.

Fraccionamiento del mucilago en agua
destilada. Una parte del mucilago liofilizado
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(500 mg) se resuspendio en agua destilada a
temperatura ambiente, el material soluble se
separ0 del insoluble mediante centrifugacion.
Ambas fracciones fueron congeladas y
liofilizadas para su estudio posterior.

Espectrometria infrarroja (IR). El
mucilago dializado y las fracciones soluble e
insoluble en agua se analizaron mediante la
técnica del KBr en un espectrofotometro Bruker
IFS28.

Anélisis por espectrometria de
resonancia magnetica nuclear (RMN). Una
muestra del polisacarido (~20 mg) se disolvio en
0,8 ml de agua deuterada (D,0), sequido de
centrifugacion (10000 x g, 20 min). El
sobrenadante se liofilizd, se redisolvié en D,O (1
ml) y el proceso se repitio dos veces para un
mayor intercambio por deuterio. La muestra
final se disolvié en 0,7 ml de D,0 (99,98% D). En
estas condiciones solo se consigue disolver los
componentes mas solubles de la muestra total.
Los experimentos de resonancia magnética
nuclear de proton (‘H-RMN) y de carbono (“C-
RMN) monodimensionales (1D) vy
bidimensionales (2D) se llevaron a cabo a 30°C
en un espectrometro Varian Unity (H: 500 MHz;
C: 125 MHz) con una unidad de deteccion
inversa y una de gradientes. Los experimentos de
2D-RMN (Double guantum filtered correlated
spectroscopy: DQF-COSY, Totally correlated
spectroscopy: TOCSY, Heteronuclear multiple
guantum coherente: HMQC) se efectuaron
utilizando el software Standard de Varian. Los
desplazamientos quimicos de proton se refieren
al del agua monodeuterada (HDO) residual (a

4,71 ppm) y los de carbono al singlete de acetona
internaa 31,07 ppm.

Analisis del contenido en acidos
uronicos. Se empled el procedimiento
colorimétrico descrito por Bitter y Muir (1962).

Anélisis de la composicion de
monosacaridos. Los polisacaridos fueron
hidrolizados con acido trifluoroacético (TFA) 3M
durante 1 h a 120°C, tras evaporar el acido, los
compuestos liberados se convirtieron en sus
correspondientes acetatos de alditol y se
analizaron mediante cromatografia gas-liquido
en las condiciones descritas por Leal etal. (2008).

Anédlisis de tipos de enlace. Se
determinaron los tipos de enlace predominantes
en las fracciones soluble e insoluble tras su
metilacion mediante el método de Ciucanu y
Kerek . Los polisacaridos parcialmente metilados
fueron hidrolizados con TFA 3M durante 1 h a
120°C, tras evaporar el acido, los compuestos
liberados se convirtieron en sus correspondientes
acetatos de alditol parcialmente metilados y se
analizaron mediante cromatografia de gases-
espectrometria de masas en las condiciones
descritas por Werning etal. (2008).

RESULTADOS Y DISCUSION

Las plantas de la familia de las cactaceas se
caracterizan por sintetizar mucilagos, los cuales
son polisacaridos tipo pectina, altamente
viscosos y con una elevada capacidad para
retener agua. Segun Nobel et al. (1992), esta
propiedad parece estar relacionada con la
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presencia de &cido galacturénico como
componente de su esqueleto o cadena principal,
hecho que ha sido documentado en los mucilagos
de diversas especies de cactus (Fornietal. 1994,
Majdoub et al. 2001, Habibi et al. 2004,
Matsuhiro etal. 2006).

A partir de 43,8 kg de CD, se extrajeron
1,43 kg de mucilago humedo (3,2% del peso
himedo). La pérdida de peso tras la dialisis del
mucilago (10,6%) indica que una parte estaba
formando cadenas de pequefio tamafio que fueron
eliminadas. Esto puede deberse al procedimiento
empleado en este trabajo para la extraccion y
solubilizacion del mucilago, ya que el uso de una
solucion de &cido sulfarico en caliente pudo
producir una degradacion parcial del mucilago
mediante un efecto de hidrolisis suave de las
cadenas de este polisacarido. En el espectro de IR
del mucilago dializado se identificaron bandas a
1730 cm™ (caracteristicas de grupos &cidos), a
890 cm™ (tipicas de anomeros Eteymlisacaridos)
y a 820 y 850 cm™ (caracteristicas de anomeros
=pmliante métodos colorimétricos se valord
un contenido del 13% de acidos urénicos en la
muestra. El anélisis de monosacaridos neutros de
este material indicO que su componente mas
abundante es la galactosa y que hay cantidades
menores de ramnosay arabinosa (Tabla 1).

Debido a la complejidad de la muestra, se
traté de fraccionar en funcion de la diferente
solubilidad en agua de sus componentes.
Mediante este método, se separ0 una fraccion
soluble en agua (40% del peso seco total) y una
fraccién insoluble (60%). Se analizd la
composicion de ambas (Tabla 1), y se observd

que tienen los mismos componentes principales
aunque en diferentes proporciones. La fraccion
insoluble contiene mayor cantidad de galactosa,
arabinosa y éacidos urdnicos que la fraccion
soluble.

Tabla 1. Algunas caracteristicas quimicas y
espectrofotométricas del mucilago del Cardoén
Dato.

AzUcares neutros (%6) Fraccién  Fraccion

Producto

Hidrélisis TFA 3M 1h, dializado soluble insoluble
120°C (40%) (60%)
Ramnosa 51 57 6,0
Arabinosa 7.9 50 15,4
Galactosa 33,8 25,6 44,7

Acidos urénicos (%)

Método del Carbazol 13,9 114 171

Galp-(1-
Tipos de enlace de los 4)
azlcares neutros (%) Galp-(1-
Metilacion-Hidrdlisis N.D. 46) N.D.
Galp-(1-
Ramp
1-2)
Espectro de IR
Banda a 1730 cm™ (acidos Sl sl sl
urénicos)
Banda a 890 cm*
(anémeros B) S| S| S|
Bandas a 820 y 850 cm™
(anémeros a) S| S| NO
Bandas a 3400 (-OH), S| S| S|

1660 (H,0) cm™*

N.D. = no determinado.

El espectro de proton (‘H-RMN) de la
fraccion soluble (Fig. 1a) contiene un doblete
anomérico a 4,64 ppm (Tabla 2), con una
constante de acoplamiento de 7,6 Hz, que indica
que corresponde a un azucar de configuracion p-.
A 4,17 ppm se encuentra una sefial ligeramente
ensanchada, y a campo mas alto se hallan
multipletes semirresueltos, entre 3,82y 3,69 ppm
(Tabla2).
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Fig 1. Espectros de la fraccion solubilizada en agua a partir del
mucilago de CD. a) 'H-RMN; b) *C-RMN.

El espectro de “C-RMN (Fig. 1b)
contiene solamente seis singletes, de lo que se
deduce que se trata de un polisacarido compuesto
fundamentalmente por una unidad repetitiva de
un monosacarido. Las sefiales principales
registradas en los andlisis bidimensionales
(COSY, TOCSY, HMQC) indican que en la
muestra existen predominantemente unidades de
B-(14)-galactopiranosa. Ademés, en la zona
anomérica baja (4,9 a 5,2 ppm), aparecen
pequefias sefiales que, unido a lo encontrado en el
andlisis quimico, indican la existencia de
moléculas de &cido galacturdnico.

El andlisis de los tipos de enlace
predominantes en la fraccion soluble del
mucilago (Tabla 1) confirm¢6 la presencia de
unidades de galactopiranosa con enlaces

glicosidicos 14. Mediante esta técnica quimica se
pudo determinar también que una parte de estas
unidades de galactopiranosa estaban ramificadas,
de modo que de su posicion 6 se originarian
cadenas laterales cortas con ramnopiranosa unida
en 12 aunidades de galactopiranosa terminal. Por
otra parte, el material soluble contiene un 11,4%
de &cidos urdnicos.

La estructura del mucilago estudiado es
propia de polimeros con al menos dos cadenas de
polisacéridos, con interacciones de puentes de
hidrégeno (Keller 1983), entre grupos
carboxilicos -COOH, o entre grupos alcohdlicos
—CH,OH, o0 con enlaces cruzados (Muzarelli
1973) entre un cation polivalente como el Ca*, el
cual actia como grupo central y los grupos
carboxilicos del ligando de polisacéridos.

Tabla 2. Desplazamientos quimicos (ppm) de las sefiales
registradas en los espectros de proton (‘H-RMN) y carbono
(®C-RMN) de la fraccion soluble del Cardon Dato.

Carbono o proton

1 2 3

5 6a 6b

H 4,64 3,69 3,78
C 1056 73,0 74,6

3,72 3,82 3,82
75,7 62,0
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