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RESUMEN

El tratamiento de infecciones por bacterias transmitidas a través de agua y alimentos
contaminados, esta perdiendo eficacia. La resistencia bacteriana a los antibiéticos ha aumentado, y la
necesidad de buscar alternativas es un desafio. Algunas plantas medicinales tienen propiedades
antimicrobianas y pueden ser opcion para tratar infecciones, ya que se han identificado metabolitos
secundarios (fenoles, flavonoides, saponinas) con actividad antimicrobiana. El proceso efectivo de
extraccion de estos compuestos requiere del uso de solventes organicos. Sin embargo, estos solventes
son contaminantes para el ambiente. Los solventes eutécticos como cloruro de colina y acido lactico
han sido probados para extraccion de compuestos vegetales con ventaja de ser biodegradables con el
ambiente. El objetivo de este trabajo fue analizar la composicion bromatoldgica, antioxidante y
antibacteriana del extracto de Yucca schidigera en un solvente eutéctico contra Escherichia coli,
Salmonella Typhimurium, Staphylococcus aureus y Listeria monocytogenes. Se prepar6 un solvente
eutéctico con cloruro de colina y acido lactico, y se procedié con extraccion del material seco del
tallo de Y. schidigera. El extracto con solvente fue sometido a un andlisis bromatologico. Se
determinaron cenizas, humedad, azUcares, grasas, proteinas y saponinas, utilizando técnicas de la
AOAC, resonancia magnética nuclear y espectrofotometria. Se determind la concentracién de
antioxidantes, fenoles y flavonoides por espectrofotometria. La actividad antibacteriana se evalué por
la concentracion minima inhibitoria (CMI) y concentracion minima bactericida (CMB). El extracto
con solvente estuvo constituido por 7.00 % de humedad, 0.05 % de cenizas, 0.95 % de azUcares, 0.03
% de proteinas y 0.093 % de saponinas. Las propiedades emulsificantes y espumantes de las
saponinas fueron de 45.0 % y 108.0 %. El contenido de fenoles y flavonoides fue de 11.50 ug AG/mg
y 3.80 pg EQ/mg. Se obtuvo un I1Cso de 4.36 mg/mL del extracto con solvente para inhibir el radical
DPPH. La actividad antioxidante por DPPH, TEAC, FRAP y ORAC fue de 4.33 ug TE/mg, 14.58
pg TE/mg, 832.95 ug TE/mg y 32147.33 ug TE/g. El extracto con solvente presenté CMIs de 0.4 %,
0.9 %, 0.4 %, y 0.38% contra E. coli, S. Typhimurium, S. aureus y L. monocytogenes. Igualmente, se
obtuvieron CMBs de 0.5 %, 1.0 %, 0.7 %, y 0.58 % contra las mismas bacterias. En conclusion, el
extracto de Y. schidigera con solvente demostré tener propiedades antioxidantes y actividad

antibacteriana sinérgica (solvente eutéctico con extracto de Y. schidigera) contra bacterias patdgenas.

Palabras clave: Yucca schidigera, Solventes Eutécticos, Antioxidantes, Antimicrobianos.
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ABSTRACT

The treatment of foodborne and waterborne bacterial infections is losing effectiveness.
Bacterial resistance to antibiotics has increased, and the search for alternatives has become a
challenge. Some medicinal plants have antimicrobial properties and they can be an option to treat
these infections, since secondary metabolites (phenols, flavonoids, saponins) from plants with
antimicrobial activity have been identified. The effective extraction process of these compounds
requires the use of organic solvents. However, these solvents end up becoming pollutants for the
environment. Eutectic solvents such as choline chloride and lactic acid have been tested for the
extraction of plant compounds with the advantage of being biodegradable with the environment. This
work was aimed to analyze the bromatological, antioxidant, and antibacterial composition of Yucca
schidigera extract in a eutectic solvent against Escherichia coli, Salmonella Typhimurium,
Staphylococcus aureus, and Listeria monocytogenes. An eutectic solvent was prepared with choline
chloride and lactic acid, and the dried material from the Y. schidigera stem was extracted. The extract
in the solvent was submitted to a bromatological analysis. Ashes, moisture, sugars, fats, proteins, and
saponins were determined using AOAC techniques, nuclear magnetic resonance, and
spectrophotometry. The concentration of phenols and flavonoids was determined by
spectrophotometry. The antibacterial activity was evaluated by means of the minimum inhibitory
concentration (MIC) and minimum bactericidal concentration (MBC). The extract in the solvent had
7.00 % moisture, 0.05 % ash, 0.95 % sugar, 0.03 % protein, and 0.093 % saponin. The emulsifying
and foaming properties values of the saponins were 45.0 % and 108.0 %. The content of phenols and
flavonoids was 11.50 pug GAE/mg and 3.80 pg QE/mg. An IC50 of 4.36 mg/mL of extract with the
solvent to inhibit the DPPH radical was calculated. The antioxidant activity values by DPPH, TEAC,
FRAP, and ORAC was 4.33 ug TE/mg, 14.58 pg TE/mg, 832.95 pug TE/mg, and 32147.33 pg TE/g.
The solvent extract MICs were 0.4 %, 0.9 %, 0.4 %, and 0.38 % against E. coli, S. Typhimurium, S.
aureus, and L. monocytogenes. Likewise, the MBCs were 0.5%, 1.0 %, 0.7 %, and 0.58 % against the
same bacteria. In conclusion, the extract of Y. schidigera with eutectic solvent was shown to have
antioxidant properties and synergistic antibacterial activity (eutectic solvent plus Y. schidigera)
against pathogenic bacteria.

Key words: Yucca schidigera, Eutectic Solvents, Antioxidants, Antimicrobials.
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1. INTRODUCCION

Las enfermedades infecciosas son un problema de salud publica mundial. Estas infecciones
pueden asociarse a bacterias como Staphylococcus aureus, Salmonella typhi, Escherichia coli, entre
otras. La via de transmision de estos patdgenos ocurre por el consumo de agua o alimentos
contaminados (Farhadi y Ovchinnikov, 2018). Los sintomas mas comunes son la presencia de diarrea,
vomito, dolores abdominales, y si la infeccidn no se atiende apropiadamente, puede ser fatal en casos
severos (Tickell et al., 2020). Otras complicaciones observadas, son las alteraciones en el estado
nutricional en infantes y adultos. Estas se manifiestan particularmente con una talla baja para la edad
en la poblacién infantil y un mayor riesgo de desnutricion en adultos y nifios (Walson y Berkley,
2018; Farhadi y Ovchinnikov, 2018).

Generalmente, para tratar las infecciones bacterianas, la primera opcién son los antibioticos, pero
desafortunadamente existe una alta resistencia bacteriana a los mismos, lo que limita su accion.
Ademas, se han observado efectos secundarios relacionado con el consumo de estos medicamentos
(Doron y Gorbach, 2008). Sin embargo, la resistencia bacteriana a los antibi6ticos va en aumento en
los Gltimos afios y por lo que, existe la necesidad de utilizar nuevas alternativas para combatir estas
infecciones, las cuales representan un fuerte desafio para los sistemas de salud. Por lo tanto, una de
estas alternativas seria el uso de metabolitos secundarios obtenidos de las plantas con propiedades
antimicrobianas (Rajeev et al., 2021).

Los extractos obtenidos de las plantas han sido utilizados en la medicina tradicional de manera
ancestral debido a que han demostrado propiedades antimicrobianas, antivirales y antiinflamatorias.
En especifico, el extracto de la planta Yucca schidigera ha sido reconocida por su contenido
significativo en saponinas, compuestos fendlicos y antioxidantes (Zufiga-Serrano et al., 2022). La
extraccion tradicional de estos metabolitos requiere de solventes organicos como etanol, butanol,
solventes acuosos, y solventes halogenados, como cloroformo. Sin embargo, estos solventes suelen
ser contaminantes para el medio ambiente.

El avance de la tecnologia ha conducido al desarrollo de nuevos solventes derivados de recursos
renovables para diversos usos, y uno de ellos incluye la preparacion de material funcional o
extracciones de compuestos de las partes de las plantas (Prasad y Sharma, 2019). Los nuevos sistemas

de solventes eutécticos verdes utilizados para la extraccién de componentes de las plantas, son
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promisorios en la actualidad, ya que pueden ser considerados como inocuos para el medio ambiente.
Por lo anterior, el objetivo de este estudio fue analizar la composicion bromatoldgica, antioxidante y

antibacteriana del extracto de Yucca schidigera obtenido con solvente eutéctico.
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2. ANTECEDENTES

2.1. Infecciones Bacterianas Adquiridas por el Consumo de Agua y Alimentos Contaminados

Las condiciones climaticas impactan en la incidencia y transmision de enfermedades infecciosas
transmitidas por agua y alimentos contaminados. La temperatura alta, precipitacion, fendmenos
meteoroldgicos y la disponibilidad limitada del agua potable son factores que aumentan el riesgo a
padecer enfermedades de tipo bacteriana (Wallace et al., 2014). La Organizacién Mundial de la Salud
estimaba en el afio 2012, que 12.6 millones de muertes fueron atribuidas a la contaminacion ambiental
a nivel global (Priiss-Ustiin et al., 2016).

Estas infecciones se desarrollan cuando las bacterias ingresan al tracto intestinal por via oral, luego
invaden las células del hospedero o liberan toxinas que pueden iniciar los sintomas como nauseas,
vomitos, diarrea y dolor abdominal, que podrian también ocasionar la muerte en sujetos vulnerables
(Acheson, 2009; Doron y Gorbach, 2008). Los principales grupos de riesgo a padecer enfermedades
infecciosas bacterianas son los nifios, adultos mayores y las personas inmunocomprometidas. Los
patdgenos mas comunes que se involucran en dichas afecciones son los géneros Salmonella, Shigella,
Escherichia, Vibrio, Campylobacter y Yersinia (Herndndez-Cortez et al., 2011).

Las infecciones bacterianas impactan la salud de los individuos y, ademds, generan dafios
relacionados con el sistema econémico, productivo y de distribucion de los alimentos (Sockett, 2014;
Rohr et al., 2019). Por lo anterior, es importante prevenir y reducir el riesgo de padecer infecciones
bacterianas. Para ello, es necesario crear las condiciones para tener acceso al agua potable y buenas
practicas de higiene en los alimentos (Shrestha et al., 2020). Aunado a esto, se afiade la preocupacion
de la emergencia de salud publica por la resistencia a antibidticos debido a que un grupo importante
de bacterias patdgenas ya requieren de nuevos esquemas de tratamiento y con mayor eficacia
(Peterson y Kaur, 2018).
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2.1.1. Bacterias Implicadas en Enfermedades Infecciosas Transmitidas por Agua y Alimentos
Contaminados

Las bacterias que cominmente se encuentran en los alimentos y agua contaminados pueden ser Gram-
positivas 0 Gram-negativas. Dentro de las Gram-positivas se incluye al Staphylococcus aureus, que
se caracteriza por tener la forma de células esféricas, inmdviles, no formadora de esporas y es
anaerobio facultativo. Su principal caracteristica es su resistencia al calor (G6tz et al., 2006). Otras
bacterias patdgenas involucradas son la Listeria monocytogenes. Streptococcus sp., Staphylococcus
sp., y Clostridium botulinum, que pueden crecer a temperaturas menores de 10 °C. Se ha reportado
gue L. monocytogenes es la tercera cepa mas comun en causar la muerte a humanos debido al consumo
de alimentos contaminados por esta bacteria (Bacon y Sofos, 2003; Urban-Chmiel et al., 2022). Otra
particularidad de las bacterias Gram-positivas es su capa gruesa de peptidoglicano, proteinas y una
pared de polisacaridos. Ademas, pueden tener la capacidad de secretar toxinas que suelen contaminar
los alimentos y una vez ingeridas, pueden comprometer el funcionamiento de ciertos tejidos.

Por otro lado, entre las bacterias Gram-negativas se incluyen a Escherichia coli, Klebsiella sp.,
Salmonella sp., y Shigella sp. Otras cepas comprenden a Pseudomonas sp., Vibrio cholerae, Yersinia
enterocolitica y Campylobacter, que se caracterizan por contener una membrana exterior delgada de
peptidoglicano, lipopolisacaridos y una membrana interior citoplasmatica (Berkley, 2021; Bhunia,
2018).

En el Cuadro 1 se muestran las bacterias cominmente encontradas en alimentos y agua contaminados.
E. coli es la bacteria que se encuentra con mayor frecuencia en agua contaminada. Incluso, la cepa de
E. coli es utilizada como indicador de contaminacién por bacterias fecales tanto en la industria
alimentaria como en el agua destinada para consumo humano (Castro-Rosas et al., 2012). Con
relacion a la Salmonella sp., esta es una de las bacterias causantes de enfermedades transmitidas por
alimentos o por agua contaminados que son indicativo de la presencia de contaminacion con heces
fecales humanas. En este mismo sentido, algunas cepas de género Salmonella son responsables del
desarrollo de la fiebre tifoidea (S. typhi) y paratifoidea (S. paratyphi) (Acheson, 2009). Se ha
observado que E. coli y Salmonella sp., tienen la capacidad de desarrollarse en temperaturas extremas,
lo cual tiene un impacto negativo en el agua contaminada por estas bacterias (Unver Alcay y Saglam,
2022).
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Cuadro 1. Bacterias transmitidas por el consumo de alimentos y agua contaminados.

Bacterias Compuestos Sintomas
contaminados

Escherichia coli O157:H7  Agua contaminada, carne Diarrea severa, calambres
mal cocinada, quesos, leche abdominales, vémito y fiebre.
no pasteurizada, frutas y
verduras crudas
contaminadas.

Listeria monocytogenes Productos lacteos sin Fiebre, dolor muscular y
pasteurizar, carnes y sintomas gastrointestinales.
ensaladas.

Salmonella sp. Huevo crudo, pollo, carney Diarrea, fiebre y calambres
leche sin pasteurizar. abdominales.

Staphylococcus aureus Leche, cremas, mayonesas, Nauseas, calambres
quesos contaminados, abdominales, diarrea 'y
productos carnicos y vomito.
pescado.

Adaptado de USDA, 2022; Gallo et al., 2020.

2.1.2. Alteraciones Nutricionales y Complicaciones por Infecciones Intestinales Bacterianas

Las infecciones intestinales ocasionadas por bacterias pueden conducir a una desnutricién en un
individuo. Durante una patologia infecciosa, independiente de su grado de severidad, se suele
observar una reduccién en la ingesta de alimentos y un incremento en la pérdida de nutrientes (Bhultta,
2006). La invasién por patdgenos bacterianos intestinales también puede acompafiarse de pérdida de
peso, disminucién energética y detrimento en el estado inmune. Ademas, las infecciones intestinales
también pueden producir alteraciones en la mucosa intestinal y detrimento en el crecimiento y en el
desarrollo infantil (Katona y Katona-Apte, 2008). También se puede acompafar de una excesiva
excrecion de nitrégeno llevando a un balance nitrogenado negativo, aumentando el riesgo a
complicaciones y afectaciones en la absorcion de proteinas y grasas (Rajeev et al., 2021).

En los nifios desnutridos las infecciones intestinales suelen ser una causa comudn de muerte, por lo
tanto, el llevar a cabo un tratamiento y atencion oportuna es clave para prevenir situaciones que
compliquen el estatus de la salud de los infantes (Krawinkel, 2012). La poblacion con mayor riesgo
a presentar un significativo deterioro en el estado nutricional debido a la presencia de infecciones

intestinales son los nifios en etapa de crecimiento (Scrimshaw, 2003). En 2018, un estudio
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multicéntrico realizado en 7 paises: Bangladesh, India, Nepal, Brasil, Per, Sudafrica y Tanzania,
reporto los efectos de infecciones por enteropatdgenos y el estado nutricional. La muestra evaluada
fue de 1469 nifios de 2 a 5 afios, y se observd un bajo crecimiento lineal asociado a infecciones
subclinicas. Los patogenos identificados incluyeron a los protozoarios como Giardia intestinalis y
bacterias de las especies Shigella sp., Escherichia coli enteroagregativa, Escherichia coli
enteropatdgena y Campylobacter sp. (Rogawski et al., 2018). Podemos concretar que la relacion que
existe entre las enfermedades infecciosas intestinales, estado de nutricion, y la contaminacion
ambiental impactan significativamente la salud pablica, porque deriva en altas tasas de morbilidad y

mortalidad en la poblacion pediatrica y adulta (Berkley, 2021; Rockldv et al., 2021).

2.1.3. Tratamientos Alternativos

El descubrimiento y uso de antibioticos Ilevo a una reduccion en la mortalidad y morbilidad asociadas
a las enfermedades infecciosas. Sin embargo, su uso y manejo inapropiados han conducido al
problema emergente de resistencia antimicrobiana. Este desafio es ahora una preocupacion para la
salud pablica y conduce a pérdidas econdémicas e incremento en las tasas de morbilidad poblacional
con posible aumento en las tasas de mortalidad.

Staphylococcus aureus, Salmonella sp., y Escherichia coli son algunas de las bacterias patdgenas que
han presentado una mayor resistencia hacia los antibioticos. El tratar las infecciones ocasionadas por
estas cepas resistentes, se ha vuelto un reto y esto obliga a la busqueda de nuevas alternativas para
tratar estas enfermedades infecciosas (EI-Saadony et al., 2022). Se prevé que para en el afio 2050, la
tasa mundial de mortalidad sea alrededor de 10 millones de personas debido a infecciones por estas
bacterias resistentes (Kraker et al., 2016; Davies y Davies, 2010).

Entre los diferentes mecanismos propuestos que explican la resistencia bacteriana a los antibioticos
se incluyen la liberacion de enzimas por las bacterias que modifican la estructura del antibi6tico. Otro
mecanismo es el secuestro de antibidticos que se relaciona con la funcion de las proteinas ligadas a
estos y que previene que el medicamento se libere. Asimismo, la disminucion de la permeabilidad de
la pared celular se relaciona con cambios en el didmetro de las porinas que bloquean el ingreso del

antibiotico. Ademas, hay un rapido eflujo que excretan el antibiotico a mayor velocidad hacia el
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exterior de la célula sin que se alcance la accion bactericida (Moreno et al., 2009; Peterson y Kaur,
2018).

La resistencia a los antibioticos ha estimulado el interés por explorar y usar plantas con propiedades
medicinales. El utilizar plantas con fines medicinales no es algo nuevo, incluso alrededor del 25 - 50
% de los medicamentos que son fabricados en la industria farmaceutica provienen de las plantas.
Asimismo, se ha mostrado a través de la historia que las plantas pueden ser altamente efectivas para
el tratamiento de infecciones (Mohammed et al., 2012). Los extractos de las plantas con propiedades
antimicrobianas contienen compuestos que pueden servir como alternativa para modificar la conducta
de resistencia de ciertos agentes bacterianos (Gupta y Birdi, 2017). Entre ellos se incluyen a los
fenoles, polifenoles y alcaloides que son metabolitos secundarios, relacionados con el sistema de
defensa de las plantas. Otro grupo importante de metabolitos que son obtenidos de las plantas son las
saponinas, a las cuales se le ha reconocido una importante actividad antibacteriana (Sakagami et al.,
2012).

2.2. Solventes

Los solventes se usan cominmente para proveer una 0 mas fases liquidas en reacciones y procesos
quimicos, ademas, de disolver o diluir sustancias. Otras de sus funciones son la regulacién de
temperatura, la modulacion de reacciones exotérmicas o endotérmicas y la purificacion de
componentes por recristalizacion o extracciones (Pollet et al., 2014). Aungue hay un gran ndmero de
solventes disponibles en la naturaleza, muchos son fabricados por el hombre y podrian convertirse en
contaminantes para el medio ambiente con potencial dafio a la salud.

Actualmente, la clasificacion de los solventes es realizado en base a sus propiedades fisicoquimicas
que incluyen su volatilidad, cantidad de agua y solubilidad en lipidos. Otra clasificacion es realizada
en base a su polaridad, donde los solventes polares son caracterizados por contener un polo positivo
y uno negativo. Estos a su vez se subdividen en polares proticos que tienen un enlace N-H u O-H, un
ejemplo de este Gltimo es el agua, y los polares apréticos que no contienen estos enlaces, como la
acetona. Por otro lado, los solventes apolares no contienen polo positivo ni negativo como el benceno

(Morales-Vite, 2013). Los solventes organicos mas comunmente utilizados en la industria quimica
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son aquellos que se incluyen en los grupos de alcoholes como butanol, etanol e isopropanol. En los
grupos de cetonas se incluyen a las acetonas, y en los grupos halogenados al cloroformo, en las amidas
a la dimetilforamida, en los éteres el éter dietilico, y finalmente aquellos grupos con sulfuros
(Schliemann et al., 2020).

La eleccion de los solventes para la utilizacion en casos de extraccion es de gran importancia, ya que
se seleccionan en base a su solubilidad, polaridad, clasificacion y seguridad. Aquellos solventes con
una polaridad cercana al soluto serdn mas afines. Los alcoholes son considerados como el solvente
universal para extraccion de compuestos bioactivos (Zhang et al., 2018). Sin embargo, en los Gltimos
afios, con el propdsito de mantener una salud global y considerando su relacién con el medio
ambiente, se ha desarrollado la quimica verde para prevenir la contaminacién, con lo cual se pretende
remplazar el uso de solventes toxicos por solventes que sean compatibles con el ambiente y la salud
de la poblacién (Horvath, 2008; Clarke et al., 2018).

2.2.1. Riesgos y Limitaciones con el Uso de Solventes

Los problemas de salud derivados de la exposicion a solventes organicos pueden ser de tipo agudo o
de largo plazo. Este tipo de solventes suelen ser muy téxicos, volatiles e inflamables y pueden
ocasionar efectos acumulativos, dependiendo de la dosis, ruta y fuente del solvente. Algunos de los
dafios asociados a estos compuestos son carcinogenesis, teratogénesis, neurotoxicidad y
hepatotoxicidad. Ademas, la mayoria de los solventes organicos se absorben a través de la piel y
pulmones en diferentes grados que dependen de su concentracion, tiempo, duracion y frecuencia de
la exposicidn al solvente. La exposicién a dosis alta de solvente puede llevar a un envenenamiento
agudo, mientras que dosis bajas por periodos prolongados inducen un dafio cronico (Schliemann et
al., 2020; Reichardt, 2003).

Asi mismo, los solventes organicos tienen algunas limitantes que resaltan durante su uso como la
baja extractabilidad, tiempo de consumo, alto gasto de energia, y gran volumen, lo que eleva
considerablemente el costo de su utilizacion (Suresh et al., 2022). Otros riesgos potenciales asociados
con el uso de solventes son los dafios que pueden ocasionar al ambiente, asi como al suelo y al agua.
El benceno y los hexanos son ejemplos de solventes toxicos que contaminan el medio ambiente (Joshi

y Adhikari, 2019), por lo que surge la necesidad de usar solventes que no dafien el entorno y por ende
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la salud (Cvetanovi¢, 2019; Dwamena, 2019). Algunas alternativas novedosas como el uso de
solventes verdes han surgido y requieren de evidencia que demuestren su eficiencia y eficacia en la

extraccion de compuestos, asi como, un bajo costo de su utilizacion.

2.2.2. Solventes Eutécticos Profundos

Los solventes eutécticos profundos [Deep Eutectic Solvents (DES)] son solventes verdes de la nueva
generacion cuyo uso ha aumentado actualmente por sus diversos beneficios y ventajas (Saini et al.,
2021). Entre sus ventajas se encuentran sus caracteristicas biocompatibles, biodegradables y
amigables con el medio ambiente. El otro tipo de DES son aquellos clasificados como disolventes
eutécticos de origen natural (DEN), los cuales estan presentes en las células vegetales y en el
organismo humano. Estos solventes se usan durante la extraccion y fabricacion de productos naturales
gue se emplean para el tratamiento y manejo de medicamentos, alimentos o cosméticos (Suresh et
al., 2022).

La fabricacion de los DES se basa en el comportamiento eutéctico de varios compuestos, los cuales
son una subclase de liquidos idnicos, por contener iones. Los DES consisten en mezclar dos o méas
compuestos, donde uno de ellos actia como aceptor de puentes de hidrogeno como la sal de amonio
y otro como donador de puentes de hidrégeno como &cidos o aminas (Smith et al., 2014). La mezcla
resultante genera una fase liquida a temperaturas por debajo de 100° C (Prasad y Sharma, 2019). Los
compuestos utilizados como aceptores de puente de hidrogeno en los DES incluyen al acetato de
colina, cloruro de colina, betaina, y alanina. Por otro lado, entre los compuestos donadores de
hidrégeno se encuentran la urea, glicerol, acetamida, &cido lactico, acido malico y acido levulinico;
considerados como metabolitos primarios (Dai et al., 2013a). Inicialmente, las mezclas de DESR
incluian cloruro de colina (aceptor de hidrégeno) mezclado con compuestos donadores de hidrogeno
como la urea, glicerol, etilenglicol y acido citrico (Mota-Morales et al., 2018; EI Achkar et al., 2021).
Con base a sus caracteristicas, los solventes eutécticos son biologicamente seguros y considerados
como tecnologia verde innovadora para la obtencion de extractos naturales. Ademas, estos solventes
pudieran aplicarse en diferentes areas de investigacion como la farmacéutica, medica, quimica, fisica
e ingenieria (Saini et al., 2021; Zuo et al., 2023).
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2.2.3. Caracteristicas Fisicoquimicas de los Solventes Eutécticos

Uno de los atributos de estos solventes es la mezcla de &cidos y bases, lo cual hace que contengan
aniones y cationes, a diferencia de otros solventes como los liquidos iénicos (Smith et al., 2014).
Otras caracteristicas de los DES es que pueden no ser tdxicos dependiendo de sus compuestos, son
de facil preparacion, biodegradables, renovables y no inflamables. Ademas, tienen polaridad alta lo
que les confiere una buena solubilidad en medio acuso (Ling y Hadinoto, 2022; Choi et al., 2011).
Las propiedades fisicoguimicas de los DES pueden variar dependiendo de las caracteristicas de cada
solvente como lo son el punto de congelacion, pH, viscosidad, densidad y baja conductividad. El
punto de congelacion de los DES es menor que el de otros compuestos quimicos y se relaciona con
la interaccion que hay entre sus puentes de hidrégeno, su estructura natural y la molaridad.

La acidez y la basicidad dependera de los compuestos mezclados para realizar los DES. Asimismo,
el pH se vera afectado tanto por la temperatura como por los componentes del solvente eutéctico
(Skulcova et al., 2018). La alta viscosidad de los DES esta relacionada a la presencia de puentes de
hidrogeno, ademas esta propiedad se ve modificada por la naturaleza de los componentes del solvente
(tipo de sales, proporcion molar, temperatura, contenido de agua) (Zainal-Abidin et al., 2017). Otra
caracteristica fundamental de los DES, es que su densidad es mayor que el agua y al igual que la
viscosidad, tienden a tener un comportamiento dependiente de la temperatura. Es decir, disminuyen
cuando aumenta la temperatura (Zhang, et al., 2012; Ibrahim et al., 2019). Del mismo modo, la
conductividad molar de estos compuestos aumenta con la temperatura (Quin et al., 2020). Otro
elemento de los DES es que tienden a tener caracter higroscopico y pueden absorber humedad. Esta
absorcién aumenta con el niamero de grupos hidrofilicos en el DES (El Achkar et al., 2021; Zuo et
al., 2023).

Conocer las propiedades fisicoquimicas de los solventes contribuye a disefiar solventes eutécticos
mas adecuados para su aplicacion, y esto podria ser de beneficio en procesos reales de la industria
(Mitar et al., 2019).
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2.2.4. Extraccion de Compuestos Bioactivos con Solventes Eutécticos

Las plantas son la fuente méas importante para la obtencion de metabolitos primarios (aminoacidos,
acidos nucleicos, carbohidratos, lipidos) y secundarios (saponinas, flavonoides, fenoles, terpenos,
taninos) (Anaya y Cruz-Ortega, 2001; Yue et al., 2020). En los ultimos afios, la investigacion hacia
la extraccion y obtencion de estos compuestos y su relacion con sus propiedades bioldgicas ha llevado
a los cientificos a explorar mas de cerca estas propiedades (Saini et al., 2021). Los DES presentan
una alta solubilidad en agua y caracteristicas de grado alimenticio, lo que les confiere ser ideales para
la extraccion de compuestos bioactivos, los cuales pueden ser utilizados para el desarrollo de
formulaciones de nutraceuticos o cosméticos (Suresh et al., 2022). Debido a las desventajas asociadas
a las técnicas de extraccion tradicionales relacionadas a la seguridad y el entorno ambiental, las
industrias estan en un periodo de transicion en el que se requiere de un mayor cuidado del medio
ambiente. Ademas, de una adecuada sustentabilidad que demanda el uso de DES en la manufactura.
Una de las ventajas de los DES, es que no contienen residuos organicos de solventes tdxicos y no
requieren de una purificacion compleja. Esto conlleva a que la extraccion con DES sea mas eficiente,
segura, sencilla'y econdmicamente aceptable (Tang et al., 2015; Cvetanovi¢, 2019). Rodriguez et al.,
(2021) usaron DES mezclando cloruro de colina y xilitol en diferentes proporciones molares;
1:1,1:3,1:4y 1.7 para la extraccion de compuestos fendlicos de aceite de oliva virgen. Ellos reportaron
una mayor cantidad de compuestos fenolicos de 555. 36 mg/kg en la proporcién molar de 1:1, 422.04
mg/kg en la proporcion de 1:3, 428.04 mg/kg y 400.68 mg/kg en lade 1:4 y 1:7 respectivamente. Este
estudio se compar6 con diferentes condiciones de extraccion segun la proporcion molar, temperatura
y tiempo (Rodriguez-Juan et al., 2021). En otro estudio se utilizaron distintos tipos de DES mezclando
cloruro de colina con etilenglicol, glicerol, acido lactico, &cido malico, &cido maldnico, &cido oxalico
y urea, para la extraccion de compuestos fenolicos de la planta Sapodilla (Saha y Chakraborty, 2021).
Donde reportaron que la mezcla de cloruro de colina con acido oxalico fue mas efectiva para la
extraccion de compuestos fenolicos (17.881 mg EAG/g) al compararlo con los otros tipos de DES.

Por otro lado, Yang et al., (2021), utilizaron 21 tipos de DES para la extraccion de saponinas de la
planta Dioscorea Nipponica. Los solventes fueron realizados con base de cloruro de colina, betaina
y L-prolina mezclados con etilenglicol, glicerol, &cido malico, acido lactico, acido malonico, acido
citrico, acetamida, urea, n-metilurea, xilitol, glicerol, y sorbitol. Ellos publicaron que con la
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proporcion de 1:1 de cloruro de colina y acido malonico, se obtenia el mayor rendimiento de
extraccion comparado con las otras mezclas de DES.

2.3. Yucca schidigera (Y. schidigera)

Las plantas que pertenecen al género de Yucca se engloban entre 40-50 especies que se caracterizan
por contener numerosas hojas y flores de color blanco, y una de estas es la Y. schidigera (también
conocida como Mojave Yucca). Esta especie es originaria de Baja California en México y el desierto
de Mojave en el suroeste de Estados Unidos de América. La Y. schidigera (Figura 1) pertenece a la
familia Agavaceae y tiene un crecimiento caracteristico en climas de temperatura alta y baja
precipitacion pluvial (Gucker, 2006; Szab6 y Gerzson, 2011; Patel, 2012). Esta planta por sus
propiedades medicinales ha sido usada en la medicina tradicional principalmente por grupos étnicos
para “curar” enfermedades (Cheeke et al., 2006). Se ha evidenciado que la Y. schidigera posee
propiedades antimicrobianas, antiprotozoarios, antioxidantes e inmunomoduladores. Por lo que, su
uso también se ha extendido en la “cura” de cierto padecimiento en los animales (Liu et al., 2021,
Zufiiga-Serrano et al., 2022). Ademas, los extractos de esta planta se han utilizado como aditivos
alimentarios para el ganado con el propdsito de reducir la excrecion de amonio (Sastre et al., 2017;
Suzuki et al., 2020). Por otro lado, hallazgos recientes han indicado que Y. schidigera tiene
propiedades que podrian prevenir enfermedades neurodegenerativas debido a sus compuestos
fendlicos (Pecio et al., 2022). Pecio et al., (2022) estudiaron los efectos in vitro e in vivo de la
suplementacion de fracciones y compuestos fenolicos de la corteza de Y. schidigera en 100 peces
cebra inducidos a déficit de memoria por escopolamina (farmaco anticolinérgico). En los analisis in
vitro evaluaron la enzima 15-lipooxigenasa que esta relacionada al estrés oxidativo, inflamacién y
neurodegeneracion (Hu y Ma, 2018). Se observo que la suplementacion con Y. schidigera y fenoles
inhibieron la capacidad de esta enzima, comparado con la vitamina C. En el andlisis in vivo se observo
que los peces suplementados con Y. schidigera en dosis de 1 pg/mL, 3 pg/mL, y 4 pg/mL, mostraron
mejoria en la memoriay en los efectos ansioliticos. Los efectos de los fenoles en este estudio podrian
explicarse debido al bloqueo de los mecanismos enzimaticos que controlan las reacciones redox, por

bloqueo de substrato (acido linoleico) al sitio activo, o por modificacion de la estructura de la enzima.
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Los andlisis realizados a los extractos de Y. schidigera demuestran que contienen diversos
compuestos bioactivos como polifenoles, resveratrol, polisacéridos y saponinas, siendo este ultimo el
compuesto predominante. Pero el contenido de estos compuestos bioactivos en la planta de la Y.
schidigera son afectados por diversos factores que estan directamente relacionados con el area de
cultivo y el clima donde es cultivada. La distribucion comercial de productos derivados de esta planta
se encuentra aprobada por la Administracion de Alimentos y Medicamentos de Estados Unidos (FDA,
por sus siglas en inglés) y tiene la denominacion de Generalmente Reconocido como Seguro (GRAS,
por sus siglas en inglés). Debido a los beneficios que han mostrado los productos comerciales
obtenidos de la Y. schidigera, atn se exploran otros beneficios que puede seguir ofreciendo esta planta
(Patel, 2012).

Fuente: Agroin Baja Agro Interna't.ional, 2023.

2.3.1. Saponinas

Las saponinas son metabolitos secundarios derivados que se encuentran cominmente en hojas, raices
y flores de las plantas. Estos compuestos por su naturaleza polar son conocidos como detergentes
(Wina, 2012). Las saponinas son producidas por las plantas como sistema de defensa contra los
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microorganismos patégenos, ademas tiene la funcion de fungir como una barrera quimica contra las
bacterias (Zaynab et al., 2021). A través del tiempo, las saponinas han sido utilizadas en la medicina
tradicional y herbolaria, debido a sus propiedades quimicas, fisicas y bioldgicas. (Juang y Liang,
2020; Nguyen et al.,2020). Dentro de las propiedades quimicas y bioldgicas se encuentra su accion
como surfactantes por lo que ha sido utilizada para elaborar soluciones espumantes y emulsificantes
(Gbngora-Chi et al., 2022).

La estructura quimica de las saponinas consta de dos partes que les confieren sus propiedades
anfifilicas. Una parte aglicona (sapogenina), que es una estructura hidrofdbica y la otra una glicona
que es hidrofilica la cual consta de cadenas glucidicas (Glicli-Ustiindag y Mazza, 2007; Juang y
Liang, 2020). Las saponinas de tipo triterpenoidal (C30) tienen esqueletos de ursano, lupano,
oleanano pentaciclico y damarano tetraciclico. Las saponinas esteroidales (C27), tienen esqueletos de
colestano tetraciclico, espirostano hexaciclico, furostano pentaciclico y cardenolido. La sapogenina
incluye a la parte no glucosidica de la saponina también denominada aglicona. Las sapogeninas
también pueden clasificarse con base al nimero de residuos de azdcar como monodesmosidico,
bidesmosidico y polidesmosidico con uno, dos y tres residuos de azlcar, respectivamente. Ademas,
entre los azlcares que contienen las saponinas se encuentran la glucosa, galactosa, acido glucoronico,
arabinosa, xilosa, y ramnosa (Francis et al., 2002).

Las saponinas triterpenoidales se encuentran en diversas plantas, principalmente en las plantas
dicotiledoneas, asi como en sus semillas y flores. Otra fuente de estas saponinas son las leguminosas
como soya, frijoles y chicharos. Por otra parte, las saponinas esteroidales estan presentes en plantas
de las familias Agavaceae, Alliaceae, Asparagaceae, Dioscoreaceae. Ademas, también se pueden
encontrar en los esparragos, en las plantas de Yucca y ginseng (Guicli-Ustiindag y Mazza, 2007).
Debido a su diversidad quimica, las saponinas esteroidales pueden ser aplicadas en materiales de
produccién industrial, como por ejemplo en hormonas esteroidales, farmacos antiinflamatorios y
esteroides neuroactivos. Una de las principales fuentes comerciales de saponinas esteroidales es Y.
schidigera (Piacente et al., 2005; Qu et al., 2018) y su contenido puede depender de los procesos
genéticos, ambiente y manejo agrondmico que afecta el crecimiento de la planta.

Un estudio llevado a cabo en el Estado de Sonora, se cuantificd la concentracion de saponinas en
Yucca baccata y se report6 una mayor concentracion de estas en el tallo con 17.22 mg/mL, comparado
con otras partes de la planta (Leon-Trujillo, 2012).

Las saponinas se pueden extraer utilizando solventes convencionales como el agua, metanol, etanol
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y butanol, siendo este el ultimo, el que ha demostrado ser el més efectivo en el rendimiento (Kregiel
et al, 2017). Sin embargo, en los Gltimos afios se ha implementado el uso de DEN en la extraccion de
saponinas y, aparentemente, estos parecen ser mas prometedores y seguros de usar, comparado con
los solventes convencionales.

Un estudio investigo la efectividad de un solvente eutéctico de cido lactico para la extraccion de
saponinas de tallos de la planta Trillium govanium y se concluyé que los DES eran més efectivos que
los solventes hidroetanolicos (Suresh et al., 2022). Sin embargo, no existen reportes en la literatura
que describan los efectos o alteraciones que estos solventes puedan inducir sobre las propiedades
antimicrobianas de los extractos de esta planta. Actualmente, los estudios publicados que usan DES
para la extraccién de saponinas de diferentes plantas son muy limitados. Igualmente, se requiere
comparar entre las CMI y CMB estimados a partir de extractos con saponinas obtenidos con DES y

solventes organicos para obtener mas informacion sobre la efectividad de estos.

2.3.2. Propiedades Antioxidantes de Y. schidigera

Los efectos bioldgicos de los productos de la Y. schidigera no solamente se deben al contenido de las
saponinas, sino también a otros compuestos quimicos que contiene y que pueden actuar como
antioxidantes. Se sabe ampliamente que los antioxidantes naturales estan distribuidos en plantas y
alimentos: siendo los fenoles, flavonoides, carotenoides, alcaloides, esteroides y pigmentos naturales
como la clorofila, los principales compuestos antioxidantes (Zuo et al., 2023). La principal funcion
bioldgica de los antioxidantes es neutralizar los radicales libres, por inhibicién de reacciones de
oxidacion (Vuolo et al., 2019). Estos mecanismos incluyen la transferencia de hidrogeno o electrones,
y la quelacion de metales (Santos-Sanchez et al., 2019). También los compuestos antioxidantes tienen
efectos biologicos, tales como antinflamatorios, antibacterianos, anti-aterosclerosis vy
anticancerigenos (Ping Xu et al., 2017).

Previamente, se ha descrito a través de diferentes investigaciones el perfil fendlico de laY. schidigera
y se ha encontrado que estos compuestos se encuentran principalmente en la corteza del tronco. Se
han aislado polifenoles como estilbenos (capacidad antiinflamatoria), a los fendélicos como el

resveratrol (trans-3,4°,5-trihidroxiestilbeno), el trans-3,3”,5,5’-tetrahidroxi-4’-metoxiestilbeno (Y1),
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y moléculas denominadas yucaoles. Los yucaoles se clasifican en los tipos A, B, C, Dy E y se
caracterizan por una espiroestructura no convencional, posiblemente derivada del esqueleto de
flavonoides (Balestrieri et al., 2006). Estos hallazgos muestran el potencial que la planta tiene como
fuente rica de antioxidantes. Ademas, estos compuestos pueden reducir la peroxidacion lipidica, el
estrés oxidativo, e inhibir radicales libres (Oleszek, 2001; Olas et al., 2003; Piacente et al., 2005).
Liu et al. (2021) suplementaron con Y. schidigera a 40 terneros de leche y condujo a un aumento en
la enzima glutation peroxidasa. En otro estudio, se suplemento6 con la misma planta a 360 codornices
y se registré un aumento en la actividad de las enzimas antioxidantes superoxido dismutasa y catalasa
(Alagawany et al., 2018). Sun et al. (2019), suplementaron con extracto de saponinas de Y. schidigera
a 128 pollos de engorde y se observo un aumento significativo de peso corporal. Estos resultados
han sugerido un incremento de la capacidad antioxidante en el intestino delgado de los pollos,
asociado a la suplementacion del extracto como aditivo. En otro estudio la suplementacion dietaria
450 peces con dos concentraciones de Y. schidigera de 200 mg/kg y 400 mg/kg y un grupo control,
también se asocio con un aumento de la capacidad antioxidante. La capacidad antioxidante de tejido
intestinal en el grupo control fue 0.83 U/mg de proteina (prot), mientras que en aquellos con las dietas
de 200 mg/kg y 400 mg/kg de Y. schidigera fue de 1.40 y 2.80 U/mgprot respectivamente. Estos
resultados fueron acompafiados de una disminucion de la concentracion de malondialdehido
(biomarcador de estrés oxidativo) en las dietas suplementadas. Se report6 un valor de 1.70
nmol/mgprot en el grupo control, y de 0.61 nmol/mgprot y 0.86 nmol/mgprot en las dietas de 200
mg/kg y 400 mg/kg, respectivamente (Wang et al., 2020).

Morales-Figueroa et al., (2022), realizaron un estudio con extracto de Yucca baccata y evaluaron la
actividad antioxidante usando como solventes butanol y agua. El extracto butandlico de Y. baccata
presentd mayor cantidad de compuestos fendlicos y flavonoides con 29.5 mg EAGmg? y 69.92 mg
EQmg? comparado con el solvente acuoso con 558 mg EAGmg! y 1.65 mg EQmg?,
respectivamente. Por otro lado, el extracto con butanol presenté mayor capacidad antioxidante, con
29.18 ug ETmg™, 121.8 ug ETmg?, 33.41 pg ETmg* y 156.84 ug ETmg™? a través de las técnicas de
DPPH, TEAC, FRAP y ORAC, respectivamente. Por el contrario, las capacidades antioxidantes del
extracto acuoso de Y. baccata evaluado por DPPH, TEAC, FRAP y ORAC fueron de 5.94 ug ETmg’
129.3 ug ETmg?, 8.78 ug ETmg?, y 48.72 ug ETmg™, respectivamente.
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2.3.3. Propiedades Antimicrobianas de Y. schidigera

Entre los mecanismos antibacterianos que pueden explicar las propiedades antimicrobianas de los
metabolitos secundarios de las plantas destacan la inhibicion de enzimas, deprivacion de substratos y
prevencion de colonizacion de bacterias (Zufiga-Serrano et al., 2022). La actividad antibacteriana de
los extractos de la Yucca dependera del tipo y contenido de saponinas esteroidales (Suzuki et al.,
2020). Existen diversos estudios que han demostrado la actividad antibacteriana de los extractos de
Y. schidigera como ya se ha descrito antes (Killen et al., 1998; Matusiak et al., 2016). En un estudio
in vitro, se investigé la actividad antifingica de extractos ricos en saponinas (preparados
comercialmente) provenientes de varias plantas entre ella Y. schidigera. La concentracion minima
inhibitoria del extracto fue de 0.3 masa/volumen (m/v) vs el hongo A. solani; 1.2 (m/v) vs P. ultimum;
2.0 (m/v) vs F. oxysporum; 1.5 (m/v) vs V. dahliae y <0.1 (m/v) vs C. coccodes. Ese mismo estudio,
reportd una inhibicion de crecimiento de hongos con didmetros hasta del 50% (Chapagain et al.,
2007). Ponce-Acosta (2022), realiz6 un estudio con microparticulas compuestas de quitosano y
extractos butanolicos de la planta Yucca baccata. Se observd actividad significativa contra
Escherichia coli (Gram negativa), Salmonella typhi (Gram negativa), Staphylococcus aureus (Gram
positiva) y Listeria monocytogenes (Gram positiva). Salmonella typhi fue la bacteria que mostré
mayor sensibilidad al extracto con una CMI'y CMB de 0.2 g/mL y 0.3 g/ mL, respectivamente. Por
otro lado, Listeria monocytogenes fue la que mostrd6 menor sensibilidad con una CMIy CMB de 0.4
g/mL y de 0.5 g/mL, respectivamente.

Khan et al., (2018), investigaron la actividad antimicrobiana de un extracto etandlico con saponinas
a partir de semillas del té verde, contra Escherichia coli, Streptococcus aureus y seis serovariedades
de Salmonella. Los resultados mostraron que las fracciones de saponinas presentaban efectos
antibacterianos in vitro a una CMI de 0.20 mg/mL. El experimento in vivo se realizé por 5 semanas
con 3 grupos en tratamiento, cada uno de ellos con 5 pollos: control, infectados y tratados. El grupo
tratado tuvo una reduccidn (sin reporte de cifras) en el crecimiento de bacterias patdgenas como S.
pullorum, S. enteritidis, S. cholera, S. gallinarum, S. typhimurium y E. coli. Morales-Figueroa et al.,
(2022), investigaron la actividad antibacteriana de la Yucca baccata contra diferentes cepas de
bacterias Gram positivas y Gram negativas, y a su vez compararon los resultados microbioldgicos

entre los solventes butandlico y acuoso. Se estimé una CMI 'y una CMB de 80 mgmL™y 100 mgmL

30



! del extracto butandlico contra las bacterias ensayadas, pero no fue posible estimarlas con el extracto
acuoso.

Matusiak et al., (2016), trabajaron con el extracto acuoso de Y. schidigera en concentraciones de 3.0
% y reportaron zonas de inhibicion de 1.5 + 0.5 para E. coli y L. monocytogenes. También, observaron
una reduccion de bacterias aerdbicas de 5.10 x 10'° UFC (unidades formadoras de colonias) a 4.93 x
10° UFC después de ser expuestas al extracto acuoso de Y. schidigera. Otro estudio combind
isoeugenol con extracto acuoso de Y. schidigera en una concentracion de 0.5 % (p/v) para medir su
efecto sobre el crecimiento de bacterias en jugo de pifia. Se estimé una CMI de 0.5 pL mL™* contra
E. coli y S. entérica, y de 0.2 pL mL™ contra L. monocytogenes. La CMB para E. coli y S. entérica
fue de 0.6 L mL™y de 0.4 pL mL* contra L. monocytogenes (Thomas-Popo et al., 2019).

2.3.4. Mecanismo Antibacteriano de Saponinas

Los mecanismos que se han propuesto para explicar las propiedades antibacterianas de las saponinas
contenida en los extractos de las plantas parecen incluir su interferencia con la sintesis de proteinas,
replicacion de ADN y metabolismo celular bacteriano (Oleszek y Oleszek, 2020; Ray et al., 2013).
Las proteinas y los &cidos nucleicos son componentes claves en el desarrollo de las bacterias. La
deteccion de estos compuestos al exterior de la célula confirma que las saponinas pueden inducir
pérdida de la integridad de la membrana celular bacteriana, lo que resulta en el colapso celular
(Ahmed et al., 2020; Dong et al., 2020).

Aparentemente, a mayor concentracion de saponinas en los extractos, mayor es la propiedad
antibacteriana de los mismos. Asimismo, se ha observado que los compuestos fendlicos, fitoquimicos
encontrados en matrices de origen vegetal tienen una alta actividad antibacteriana (Alvarez-Parilla et
al., 2012). Diferentes estudios han reportado actividades de extractos con saponinas mayores para las
bacterias Gram-positivas que para las Gram-negativas. Las bacterias Gram-positivas presentan una
sola membrana constituidas por peptidoglucano que al parecer al contacto con saponinas parecen
volverse mas permeables. Por otra parte, las bacterias Gram-negativas tienen una resistencia
intrinseca al extracto, debido a las barreras externas de la membrana que estd constituida por

lipopolisacaridos, fosfolipidos y proteinas (Montoya Villafafie, 2008; Dong et al., 2020). Los analisis
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de espectroscopia UV-Visible han sugerido que las saponinas dafian a la membrana mediante la
formacion de poros (Ray et al., 2013) y en base a estos hallazgos, se ha hipotetizado que los efectos
de las saponinas sobre las bacterias son similares a aquellos de los antibioticos del grupo de las
cefalosporinas (Dong et al., 2020).

Por otro lado, los compuestos bioactivos como los fenoles y flavonoides también contenidos en los
extractos pudieran tener efectos antimicrobianos. En el caso de los fenoles esta accion puede
relacionarse con la remocion de lipopolisacaridos, aumentando la permeabilidad de la membrana
celular (Nourbakhsh et al., 2021). Los mecanismos antimicrobianos propuestos para los flavonoides
parecen incluir la afectacion de la fluidez de las membranas celulares de las bacterias, inhibicion de
la sintesis de acidos nucleicos y de las toxinas bacterianas. Estos procesos parecen afectar la capacidad

de las bacterias para formar biopeliculas (Ulrih et al., 2010; Gorniak et al., 2019).
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3. HIPOTESIS

El extracto de Y. schidigera en un solvente eutéctico tiene capacidad antioxidante y propiedad
antibacteriana contra Escherichia coli, Salmonella Typhimurium, Staphylococcus aureus y Listeria

monocytogenes.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo General

Evaluar las propiedades antioxidantes y antibacterianas de un extracto de Yucca schidigera en un
solvente eutéctico contra Escherichia coli, Salmonella Typhimurium, Staphylococcus aureus y

Listeria monocytogenes.

4.2. Objetivos Especificos

1. Obtener un extracto de Yucca schidigera utilizando un solvente eutéctico.

2. Analizar la composicion bromatoldgica del extracto de Yucca schidigera en un solvente eutéctico.

3. Cuantificar la concentracion de saponinas del extracto de Yucca schidigera en un solvente
eutéctico.

4. Evaluar la capacidad antioxidante del extracto de Yucca schidigera en un solvente eutéctico.

5. Analizar las propiedades antibacterianas de un extracto con saponinas de Yucca schidigera en un
solvente eutéctico contra Escherichia coli, Salmonella Typhimurium, Staphylococcus aureus y

Listeria monocytogenes.

34



5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Extracto de Y. schidigera

5.1.1. Materia Prima

La muestra de Yucca schidigera se obtuvo de la empresa AGROIN Bajo Agro Internacional 2022,
ubicada en Ensenada, Baja California, México. Esta se obtuvo de la pulverizacion de los tallos y

corteza de la planta.

5.1.2. Preparacion de Solvente Eutéctico y Extraccion de Y. schidigera

El solvente eutéctico se elabord de acuerdo con los métodos descritos por Suresh et al., (2022). Se
peso cloruro de colina al 99% y acido lactico al 85% (Sigma Aldrich, USA) en una proporcién molar
de 1:1. Esta mezcla se calentdé en una placa con agitacion magnética constante (Thermolyne-
Cimarec). Se empled un rango de temperatura de 80 a 100 °C por 30 min hasta obtener un liquido
transparente. Una vez obtenido el solvente, se procedi6 con la extraccion de Y. schidigera usando una
proporcion de 1:20 (p/v). Se pesaron 6 g de polvo de Y. schidigera y se colocaron en 120 mL del
solvente eutéctico preparado (coloracién cristalina). La mezcla se sometié a 60 °C durante 24 h 'y se
agito en intervalos de 1 h durante las primeras 5 h. Finalmente, la mezcla se transfirié a tubos Falcon
y se centrifugaron (Hermle Z 300, 2004) a 5500 rpm durante 15 min, hasta obtener el extracto con

una coloracion café oscuro y de consistencia viscosa.
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5.2. Andlisis Bromatologico y Cuantificacion de Saponinas

5.2.1 Humedad

Para el analisis de humedad, se siguieron los metodos oficiales de la AOAC (2000). Los crisoles
fueron enumerados y secados a 100°C durante 24 h y se colocaron en el desecador con silica gel por
30 min. Cada crisol fue pesado sin muestra y posteriormente se afiadio 1 g de la muestra del extracto
de Y. schidigera en el solvente eutéctico (EYSSE) y se registrd el peso. Los crisoles con la muestra
fueron colocados en una estufa de vacio (V0914C, ThermoFisher, USA) y se sometieron a 100 °C
por 24 h. Después se colocaron en un desecador por 30 min y se registraron de nuevo los pesos para

calcular el porcentaje de humedad (Ecuacion 1). Se realizaron 3 mediciones por muestra.

(P-P1)
P2

Humedad (%) = x 100 (1)

Donde:

P = Peso constante del recipiente con la muestra hUmeda (g).
P1 = Peso constante del recipiente con la muestra seca (g).
P2 = Peso de la muestra (g).

5.2.2. Cenizas

Para la determinacion de cenizas, se siguieron los métodos oficiales de la AOAC (2000). Los crisoles
fueron colocados en una estufa a temperatura de 100°C durante 24 h, posteriormente se pesaron a
peso seco, y se agregd un 1 g del EYSSE. Se colocaron los crisoles con la muestra en una mufla
(modelo 30400, Thermolyne, USA) a 600 °C por 5 h. Después, los crisoles se pasaron a un desecador
por 45 min, se pesaron y se registro el peso para calcular el porcentaje de cenizas (Ecuacion 2). Las

muestras fueron analizadas por triplicado.
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(P-P1)
(P2—P1)

Cenizas (%) = x 100 (2)

Donde:

P = Peso constante del crisol con la muestra calcinada (g).
P1 = Peso constante del crisol (g).

P2 = Peso constante del crisol con la muestra (g).

5.2.3. AzUcares

Para determinar la cantidad de azUcares del extracto, se emple6 la técnica descrita por Dubois et al.
(1956). Para realizar la curva de calibracion, se pesaron 0.01 g de glucosa pura (Sigma, USA) y se
diluyeron en 50 mL de agua destilada Milli-Q. Esta mezcla fue pasada a tubos de 50 mL y se
prepararon concentraciones de 10, 25, 50, 75y 100 pg/mL. En tubos de 15 mL, se afiadieron 2 mL
de cada concentracion, 1 mL de fenol (Sigma, Brasil) al 5% y 5 mL de &cido sulfarico al 98.5%
(Fermont, México). En el caso de la muestra, se aforaron 2.86 mL del EYSSE en 10 mL de agua
Milli-Q. Durante el anélisis se incluy6 una muestra blanco y un testigo conteniendo agua Milli-Q y
solvente eutéctico, respectivamente. Las muestras se estabilizaron a temperatura ambiente y
posteriormente fueron analizadas por triplicado en un espectrofotémetro UV Thermo Scientific
(Genesys 10 uv scannig, USA) a una longitud de onda de 490 nm. A partir de la curva de calibracién

obtenida, se calculd la concentracion de azlcares en el extracto.

5.2.4. Proteinas

Se empleo la técnica de Bradford (1976) para cuantificar la cantidad de proteinas en el extracto de Y.
Schidigera. El reactivo de Bradford (Sigma, USA) fue dejado a temperatura ambiente y se pesaron
0.01 g de albdmina al 99 % (Sigma, Alemania) para realizar una curva de calibracion. Se diluyo
albumina en 25 mL de agua destilada, y se mezclo hasta homogenizar. Esta mezcla se agrego a tubos
de 15 mL y se prepararon soluciones en concentraciones de 10, 25, 50, 75y 100 pg/mL. A cada tubo
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se le afiadio 1 mL de agente de Bradford, 950 pL de agua destilada y 50 pL del extracto de Y.
schidigera en el solvente eutéctico. Durante el analisis, se incluyd una muestra blanco y un testigo
(contenido de agua Milli-Q y solvente eutéctico, respectivamente). Se dejaron reposar las muestras
por 45 min y se analizaron en un espectrofotdmetro UV Thermo Scientific (Genesys 10 uv scannig,
USA) a 593 nm. La concentracion de proteinas en el extracto fue calculada mediante la curva de
calibracion realizada. Cada muestra fue analizada por triplicado.

5.2.5. Grasas

Para la determinacion de grasas se utilizd la técnica de la AOAC (2000). Se pesaron 1.0054 g de la
muestra del EYSSE y se pasaron a un tubo de ensayo, el cual se colocé en una estufa de vacio a una
temperatura de 100 °C por 24 h. Una vez que la muestra estaba seca, se introdujo a un analizador de
resonancia magnética de campo bajo (Bruker Minispec MQ-20) para medir los tiempos de relajacion
de protones a traves de pulsos de 20 Hertz por 3 segundos, cada 15 minutos para la cuantificacion de

grasa en porcentaje. Cada muestra se analizé por triplicado.

5.2.6. Saponinas

Para la cuantificacion de saponinas, se siguio la técnica de Baccou et al., (1977). Se pesaron 0.01 g
de diosgenina, se colocé en un matraz, y se aforé a 25 mL con metanol puro, para obtener una
concentracion de 400 pg/mL. Con la solucion de diosgenina (Sigma, EE.UU. 2022), se prepararon
diluciones en tubos de 15 mL para obtener concentraciones de 10, 50, 100 y 200 pg/mL. Se
prepararon dos soluciones: solucion A de p-anisaldehido (Sigma, India) al 0.5 % (v/v) y solucién B
de &cido sulfurico al 50 % (Fermont, México) (v/v) ambas con acetato de etilo. Para realizar la curva
de calibracién se agregaron a un tubo, 100 pL de cada concentracion preparada anteriormente de
diosgenina, 2 mL de acetato de etilo y 1 mL de cada una de las diluciones A y B. Para el analisis de
la muestra de saponinas se afiadieron 100 L del extracto de Y. schidigera, mientras que la muestra

blanco contenia 100 pL de metanol. A ambas muestras se afiadieron 1 mL de solucion A, 1 mL de

38



solucién B, y 2 mL de acetato de etilo.

Las muestras fueron homogenizadas en un vortex durante 1 min. Se calentaron en un bafio a 60 °C
por 20 min y se pasaron a un bafio con agua y hielo, donde permanecieron por otros 15 min para
detener la reaccion. Las muestras se analizaron por triplicado en un espectrofotdmetro (datos del
espectro) a una longitud de onda de 430 nm. Se prepar6 una curva de calibracion con los datos
obtenidos del estandar de diosgenina con la cual se calculd la concentracion de saponinas en el

extracto.

5.2.7. Capacidad Emulsificante

Para determinar la capacidad emulsificante de las saponinas se siguid la técnica de Schreiner et al.,
(2021), con ligeras modificaciones. Se preparo la muestra de trabajo y un blanco (solvente eutéctico).
Estas soluciones estaban a una concentracion de 10 %, con 1 gramo de muestra y 10 mL de agua
Milli-Q. Para el andlisis se agregaron a tubos conicos 2 mL de la muestra 'y 2 mL de aceite de soya y
después de 24 h se midié la capacidad emulsificante (Ecuacion 3). Cada muestra fue analizada por

triplicado.

Altura de la capa emulsificante
Altura total

Capacidad emulsificante = x 100 (3)

5.2.8. Propiedad Espumante

La propiedad espumante de las saponinas fue analizada con base a las técnicas de Basu et al., (2015)
y Schreiner et al., (2021) con ciertas modificaciones. Se prepararon soluciones de la muestra y del
blanco a concentraciones de 10 %, con 1 gramo de muestra 'y 10 mL de agua Milli-Q. Se agregaron
3 mL de cada solucion a tubos conicos y fueron llevadas a un vortex durante 10 minutos. Finalmente,

la propiedad espumante fue calculada (Ecuacion 3). Cada muestra fue analizada por triplicado.
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Altura total de la muestra espumada

Propiedad espumante = x 100 4)

Altura inicial (antes de espumar)

5.3. Capacidad Antioxidante

5.3.1. Contenido de Fenoles y Flavonoides Totales

Para determinar el contenido de fenoles totales se realiz6 una mezcla de carbonato de sodio (Na2CO3)
al 7.5 % con una solucion de Folin Ciocalteau (1:10 v/v) con base al método modificado de Tapia-
Rodriguez et al., (2021) y Singleton y Rossi, (1965). Ambas mezclas se diluyeron en 10 mL y 18 mL
de agua destilada respectivamente. Se prepararon soluciones con diferentes concentraciones de acido
galico (0.02, 0.04, 0.06, 0.08, 0.10 y 0.12 mg/mL) para realizar una curva de calibracion (Tapia-
Rodriguez et al., 2021). Se prepararon cinco réplicas de cada muestra y se afiadieron a una microplaca
que contenia 75 pg/L de solucién de Folin, 60 pg/L de carbonato de sodio y 15 pL de extracto,
solvente eutéctico y metanol como blanco respectivamente. Esta mezcla se dejé reposar en la
oscuridad por 35-45 min. Posteriormente, se leyo la absorbancia de cada mezcla en un lector de
microplacas a 765 nm (Bassarello et al., 2007).

Para determinar el contenido de flavonoides totales se utilizé el método de Zhishen et al., (1999), con
ligeras modificaciones. Se mezclé nitrato de sodio (NaNO>) al 5%, cloruro de aluminio (A1C15) al
10% e hidrdéxido de sodio (NaOH) 1M en 10 mL de agua destilada. Se prepararon concentraciones
de quercetina (de 0.1, 0.02, 0.03, 0.04, 0.05, 0.06 y 0.07 mg/mL.) para realizar la curva de calibracién
(Tapia-Rodriguez et al., 2021). Cinco réplicas de 100 uL de extracto, solvente eutéctico y metanol
fueron mezclados con 430 pL de nitrato de sodio, se dejaron en reposé durante 5 min y se afiadieron
30 pL de cloruro de aluminio y se repos6 durante 1 min, después se agregaron 440 pL de hidréxido
de sodio. Se tomaron 150 pL de esta mezcla y se ley6 su absorbancia en un lector de microplacas
(FLUOstar omega-BMG LABTECH Inc., USA) a 496 nm. Para determinar el contenido de fenoles

y flavonoides se incluyeron una muestra blanco (metanol) y una testigo (solvente eutéctico).
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5.3.2. Capacidad Antioxidante por Inhibicion del Radical DPPH

Para esta determinacion se usé el método de inhibicion del radical 2,2-difenil-1-1picrilhidrazil
(DPPH) (Sigma-Aldrich, Alemania). El radical se preparo el dia del analisis. Se pesaron 2.5 mg de
DPPH y se afiadieron 100 mL de metanol, disolucion que fue ajustada a una absorbancia de 0.7. Cinco
réplicas de 10 puL de cada extracto y muestra blanco (metanol) y testigo (solvente eutéctico) fueron
colocadas en microplacas de 96 pocillos. Se agregaron 290 uL de DPPH, y posteriormente se llevaron
a la oscuridad por 30 min. La absorbancia fue leida a 515 nm en un lector de microplacas (FLUOstar
omega-BMG LABTECH Inc., USA) (Tapia-Rodriguez et al., 2021; Halvorsen et al., 2002).

Finalmente, el porcentaje de inhibicion del radical DPPH fue calculado como (Ecuacion 5).

Absorbancia testigo—Absorbancia de la muestra

% de inhibicion = x 100 (5)

Absorbancia testigo

5.3.3. Capacidad Antioxidante Equivalente al Trolox (TEAC)

La capacidad antioxidante del equivalente trolox se determiné utilizando [2,2'-azino-bis (3-
etilbenzotiazolina-6-sulfonato)] (ABTS). El radical se prepar6 con 19.3 mg de ABTS y 5 mL de agua
destilada. Se agregaron 37.8 mg de persulfato de potasio (K2S20s) a 1 mL de agua destilada y 88 pL
de esta mezcla fueron afiadidos a la solucion de ABTS. Esta mezcla se dejé reposar en la obscuridad
en un periodo de 12-16 h. El radical ABTS fue ajustado a una absorbancia de 0.7 a una longitud de
onda de 754 nm. Se prepararon soluciones en concentraciones de trolox (de 0.1, 0.2, 0.3y 0.4 mg/mL)
para construir una curva de calibracion expresadas en mg de equivalentes trolox por mg del EYSSE.
Se analizaron 5 réplicas de cada muestra en microplacas usando 10 pL de EYSSE, 10 pL de metanol
como blanco, y 10 pL de solvente eutéctico como testigo. Ademas, se afiadieron 290 pL de la solucion
de ABTS y se dejaron reposar por 6 min en la oscuridad. Las muestras fueron leidas a una absorbancia
de 754 nm en un lector de microplacas (Velderrain-Rodriguez et al., 2018) y posteriormente se

determino el porcentaje de inhibicion del radical ABTS de cada muestra (Ecuacion 5).
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5.3.4. Capacidad por Reduccion del Hierro Férrico (FRAP)

El ensayo FRAP se realiz6 con base a lo recomendado por Benzie y Strain, 1996; Velderrain-
Rodriguez et al., 2018, con ligeras modificaciones. Se prepar6 un buffer de acetato de sodio (300
mM, pH 3.60) y se mezclé con &cido acético y agua destilada. Posteriormente en otro tubo se
afiadieron 40 mmol/L de HCI en 83 pL de agua destilada que se mezclaron con 10 mM de TPTZ
(2,4,6-Tri (2-piridil)-s-(triazina). Ademas, se prepard otra solucion con 20 mM de cloruro férrico
(FeCls) diluido en 10 mL de agua destilada. Finalmente, se mezclaron 5 mL de acetato de sodio, 0.5
mL de TPTZ y 0.5 mL de cloruro férrico para realizar el FRAP. Se prepararon soluciones con
diferentes concentraciones de trolox (de 0.01 0.02, 0.03, 0.04, 0.05, 0.06, 0.07, 0.08 y 0.9 mg/mL)
para realizar una curva de calibracion con la cual se determinaron los equivalentes trolox por mg de
extracto. Para el andlisis se colocaron cuatro réplicas del EYSSE con 20 pL cada unay se incluyeron
una muestra blanco (metanol) y una testigo (solvente eutéctico). Posteriormente, se agregaron a las
microplacas 280 pL de la solucion FRAP, se dej6 reposar por 30 min en la oscuridad y se leyo la

absorbancia a 590 nm en un lector de microplacas (Quintero-Cabello et al., 2021).

5.3.5. Capacidad de Absorcion del Radical Oxigeno (ORAC)

La capacidad antioxidante por ORAC fue determinada a través de la inhibicion de la fluorescencia
(Caoetal., 1993), por los radicales peroxil, generados por el AAPH [2, 2" -azobis (2-amidinopropano)
dihidrocloruro]. En cada pozo de la microplaca se afiadieron 150 puL de 10 mM de fluoresceina, 25
uL de trolox como estandar (0.02, 0.04, 0.06, 0.08 y 0.1 uM), 25 uL de buffer de fosfato (75 mM,
pH 7.4), 25 pL de metanol como blanco, 25 pL de extracto y 25 pL de solvente eutéctico como
testigo. La reaccion se inicio afiadiendo AAPH (240 mM) y las muestras se incubaron a 37 °C por 30
min. La reduccion de la fluorescencia fue leida cada 90 segundos por un tiempo de 1.5 h, usando una
longitud de onda de excitacion de 485 nm y una longitud de onda de emision de 520 nm en un lector
de microplacas. Los resultados fueron expresados en mg de unidades trolox por g de cada extracto.
Cada muestra fue diluida 20 veces y fue el resultado se obtuvo mediante 5 réplicas (Velderrain-
Rodriguez et al., 2018).
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5.4. Evaluacion Antibacteriana

5.4.1. Ensayo Microbioldgico in vitro

Para el andlisis microbiol6gico se utilizaron las cepas ATCC (American Type Culture Collection, por
sus siglas en inglés) de E. coli O157:H7, S. Typhimurium 14028, S. aureus 25923 y L. monocytogenes
7644, proporcionadas por el Laboratorio de Microbiologia del Centro de Investigacion y Desarrollo
A.C. Estas se conservaron en agar soya tripticasa como medio de enriquecimiento (TSA; Becton
Dickinson, Sparks, MD).

Las cepas se reactivaron tomando un indculo, que se colocaron en tubos de 5 mL con caldo Mueller-
Hinton (MH), se agitaron y se incubaron (Thermo Scientific Heratherm 66L, EE. UU) a 37 ° C por
22 h (£ 2). Los in6culos de cada cepa fueron ajustados con la escala de Mc Farland a 1.5 x 108
UFC/mL. Las bacterias fueron aisladas usando la técnica de siembra por estria para realizar las
pruebas bacterianas correspondientes después de su incubacion. (National Committee for Clinical
Laboratory, 1999).

5.4.2. Concentracion Minima Inhibitoria y Bactericida

Las concentraciones minimas inhibitorias y minimas bactericidas del extracto fueron estimadas
mediante el método de microdilucion en caldo en microplacas de 96 pocillos (Fluostar Omega, BMG
Labtech, Cary,NC, USA, 2014). Se afiadieron 5 pL del in6culo de la bacteria ajustada a distintas
concentraciones (de 0.4 a 1.5 %) con el extracto de Y. schidigera en el solvente eutéctico y del
solvente eutéctico puro y se incubaron por 22 h + (2 h) a 37 °C. Posteriormente, se tomaron 20 pL de
cada concentracion de las muestras inoculadas y se sembraron en placas Petri con agar MH y fueron
incubadas por 22 h (= 2) a 37 °C. La concentracion mas baja que inhibid el crecimiento de bacterias
al 90 % se consider6 como CMI (Velazquez et al., 2007). La CMB se determin6 con aquella

concentracion del extracto de saponinas que inhibid el 99 % o mas del total de bacterias (Ramirez y
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Castafio, 2009). Cada ensayo se realiz6 por triplicado y se estim6 la media de unidades formadoras
de colonias (UFC). En ambas pruebas se utilizé kanamicina (1 mg/mL) como control positivo, y 20

pL de caldo de cultivo MH inoculado con cepas bacterianas como control negativo.

5.5. Andlisis Estadistico

Se realizd la exploracion de datos de manera descriptiva para el analisis estadistico y se estimaron
utilizando las medias + desviacion estandar. Los resultados evaluados incluyeron el analisis
bromatoldgico, cuantificacion y propiedades de saponinas, capacidad antioxidante y UFC para el
ensayo microbioldgico. El analisis de datos fue realizado a través del programa estadistico NCSS

version 2021.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Composicion del Extracto de Y. schidigera en el Solvente Eutéctico

6.1.1. Analisis Bromatologico y Cuantificacion de Saponinas

Se prepard una mezcla que estuvo compuesta por el 5% de extracto de Y. schidigera y un 95 % de
solvente eutéctico. El perfil del analisis bromatologico del extracto de Y. schidigera (Cuadro 2) en el
solvente eutéctico mostré una cantidad de 4.5 % de cenizas, 2.7 % de proteinas y un contenido de
84.6 % de azlcares correspondientes a el peso seco estimado de la muestra. Es importante destacar
que la muestra del polvo de Y. schidigera analizada incluye la corteza y el tallo. Ademas, nuestro
extracto fue analizado con el solvente eutéctico incluido y no se ha registrado evidencia de un analisis
de una muestra como tal.

La empresa proveedora (Baja Agro International Agroin, 2022) de la muestra en polvo de la Y.
schidigera reportd un 8.2 % de humedad, 2.0 % de proteina, 11 % de cenizas y 42.5 % de
carbohidratos de la misma muestra analizada en este estudio. Sin embargo, no reportan las técnicas
utilizadas con las que realizaron esas determinaciones, lo que dificulta la comparacion de ambos
resultados. Dos Reis et al (2016) también analizaron la composicion quimica de una muestra seca del
tronco molido de Y. schidigera y obtuvieron una humedad de 4.22 %, proteina de 4.61 %, y
carbohidratos (incluyendo saponinas) de 59.61 %. Sotelo et al., (2007) analizaron una muestra de
flores de Yucca filifera y reportaron 88.1 mg/100 g, 9.7 mg/100 g, y 25.9 mg/100 g de peso seco de
humedad, cenizas y proteinas respectivamente, utilizando las técnicas de la AOAC. Los autores
enfatizaban que la cantidad de grasa en Y. filifera era muy baja, un resultado similar a lo reportado en
este estudio donde la grasa no pudo ser detectada por resonancia magnética nuclear.

En este estudio, se observé una concentracidn de saponinas de 8.3 % del peso seco estimado de la
muestra (Cuadro 2). Aunque debemos de remarcar que la determinacion se realizo en el extracto de
Y. schidigera con el solvente eutectico. El rendimiento de extraccion con estos tipos solventes puede

variar en funcién de los materiales utilizados en la mezcla y de la proporcién molar (Van Osch et al.,
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2019). En contraste con nuestros resultados, Leon-Trujillo (2012), report6 13.82 % de saponinas en
el extracto butandlico del tallo seco de Y. baccata. Por otro lado, Morales-Figueroa et al., (2022)
estimaron concentraciones de saponinas de 30 % y 1.81 % en los extractos butandlico y acuoso de la
misma especie de Yucca baccata, respectivamente. Por otra parte, Oleszek et al., (2001), reportaron
una concentracion de saponinas de 10 % a partir del tallo de materia seca de Y. schidigera en solvente
acuoso-metanolico, mientras Dos Reis et al., (2016) reportaban 8.5 % de saponinas en muestra de
polvo de tallos secos de Y. schidigera. Entre los autores que han usado solventes eutécticos, podemos
mencionar a Tang et al., (2021) quienes analizaron una muestra de Camellia oleiferia con solvente
eutéctico (L-prolina, glicerol y sacarosa) y agua destilada y reportaron un 23.22 % de saponinas. La
diferencia de lo reportado por Tang et al., (2021) y nuestro estudio, fue el tipo de solvente eutéctico
utilizado, y en nuestro caso no se agrego agua. Bakirtzi et al., (2016) concluyeron que la eficiencia
de extraccion de compuestos bioactivos con solventes eutécticos estaba relacionada con la polaridad
del solvente eutéctico, el cual esta ligado a la capacidad de solubilizar componentes naturales en una

mezcla.

Cuadro 2. Anélisis bromatolégico y composicion del extracto de Y. schidigera en solvente
eutéctico.

Parédmetro Extracto de Y. schidigera en el solvente
eutéctico*

Humedad (%) 7.00+0.3

Cenizas (%) 0.05+0.01

Azucares (%) 0.95 £ 0.04

Proteinas (%) 0.03 £ 0.001

Grasas (%) ND

Saponinas (%) 0.093 £ 0.01

Fenoles totales (ug AG/mg) 11.50 £ 0.90

Flavonoides totales (ug EQ/mQ) 3.80+£0.13
*Media * desviacion estandar, ND: no detectado, AG: acido galico, EQ: equivalentes de
quercetina.

46



Cuadro 3. Propiedades de saponinas del extracto de Y. schidigera en solvente eutéctico.

Indicador Porcentaje*
Capacidad emulsificante 45.00 £ 0.87
Propiedad Espumante 108.00 + 2.81

*Media + desviacion estandar.

6.1.2. Propiedades Funcionales del Extracto con Saponinas

En los resultados de las propiedades funcionales de las saponinas se obtuvo un indice espumante de
108.00 %, mientras que el indice emulsificante fue de 45.00 % del extracto de Y. schidigera con el
solvente eutéctico (Cuadro 3). Esto parece estar relacionado con las caracteristicas funcionales de
saponinas presentes en el extracto de Y. schidigera con el solvente eutéctico, aun cuando la
concentracion del extracto en la mezcla sea baja. Es importante resaltar, que la cantidad de saponinas
es proporcional a la cantidad de espuma formada y a la capacidad emulsificante (Taco et al., 2021;
Schreiner et al., 2021). Ademas, la formacion de espuma en las soluciones con contenido saponinas
dependera de otras propiedades de estas mismas, como la viscosidad y la densidad (Santini et al.,
2019). Schreiner et al., (2021), realizaron un estudio evaluando la capacidad emulsificante y
espumante de distintos extractos hidroetandélicos que contenian desde 20 hasta un 90 % de saponinas.
Para Trigonella foenum-graecum obtuvieron una capacidad espumante de 122.1 % y un indice de
emulsificacion de 47.5 % del extracto con el solvente utilizado. Estos resultados son similares a los
de nuestra muestra, sin embargo, los solventes utilizados para la extraccién de saponinas fueron

distintos (solvente eutéctico vs solventes hidroetandlicos).

6.1.3. Contenido de Fenoles y Flavonoides

El extracto de Y. schidigera en el solvente eutéctico presentd un contenido total de fenoles y
flavonoides de 11.50 + 0.90 ng AG/mg y 3.80 = 0.13 pug EQ/mg respectivamente (Cuadro 2). Los

47



compuestos fendlicos y flavonoides contenidos en la planta de Y. schidigera se encuentran
especificamente en la corteza. Nuestra muestra analizada incluy6 material de corteza y de tallo, lo
cual podria explicar la alta concentracion de estos compuestos en la misma, ademas de incluir el
solvente eutéctico en la mezcla. Es importante destacar, que en la actualidad la investigacion sobre el
contenido de fenoles y flavonoides del extracto de Y. schidigera en solvente eutéctico es limitada, y
no hay comparacion directa con otros estudios similares.

Por otro parte, Morales-Figueroa et al., (2022), reportaron una concentracion de fenoles de 5.58 +
0.65 pg AG/mgy 29.5 £ 1.16 ug AG/mgen los extractos acuoso y butanolico del tallo sin corteza de
Y. baccata, respectivamente. Igualmente, estos autores reportaron concentraciones de flavonoides de
1650y 6992 pug EG/mg en los mismos extractos. Se debe considerar que las concentraciones de estos
compuestos en nuestra muestra se reportan en la mezcla extracto-solvente eutéctico, mientras que en
el estudio referido se reportaron en peso seco del polvo resultante después de remover el agua y
butanol.

Sobia et al., (2013) analizaron los extractos de hojas de Y. aloifolia en metanol y butanol y reportaron
un contenido de fenoles con 158 + 0.61 mg AG/100 g y 17.4 £ 0.31 mg AG/100 g en peso seco.
Asimismo, estos autores reportaron un contenido de flavonoides en el extracto metandlico y
butandlico de 331 + 0.8 CE/100 g y 66.1 mg £ 0.26 CE/100 g en peso seco. Por otra parte, Gupta et
al. (2015) analizaron los extractos de tipo etanolico, 50 % etandlico-acuoso, y acuoso de Y. gloriosa,
y reportaron un contenido total de fenoles de 186.6 mg AG/g, 141.4 mg AG/g y 90.80 mg AG/qg,
respectivamente. También reportaron el contenido total de flavonoides en equivalentes de rutina (ER)
de 32.4 mg de ER/g, 28.7 mg de ER/g, y 20.2 mg de ER/g en los mismos extractos. Con base a lo
anterior, la cantidad obtenida de fenoles y flavonoides en nuestra muestra fueron distintos a los
reportados por otros autores. Definitivamente concluimos que uno de los principales factores que
influenciaron en nuestros resultados, derivé del andlisis de la mezcla del extracto Y. Schidigera con
el solvente eutéctico.

Juri¢ et al., (2021) realizaron una extraccion de flavonoides totales a partir de Mentha piperita en
diferentes solventes eutécticos y reportaron una menor extraccion con la mezcla de cloruro de colina
y acido citrico (2.27 + 0.26 mg/ EQ/ g de peso seco de muestra). En ese estudio se agrego agua (30%)
a la extraccion con solventes eutécticos, para reducir la viscosidad de la muestra la cual dificulta el
analisis de esta. Ademas, se ha observado que el aumento de la cantidad de agua en estos solventes

eutécticos aumenta el rendimiento de extraccion de estos compuestos bioactivos porque en la mezcla
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puede haber otros compuestos que tengan mayor afinidad por el agua que hacia el mismo solvente
eutéctico (Zainal-Abidin et al., 2017). En nuestro estudio no se agregé agua, razén por la que podria
atribuirse la diferencia en el contenido de flavonoides del estudio con relacion a lo reportado por Juri¢
et al. (2021).

La extraccion de nuestro extracto de Y. schidigera en el solvente eutéctico proporcion6 una mayor
cantidad de fenoles en comparacion con los extractos acuosos de otros géneros de Yucca. Esto pudiera
deberse a que los solventes eutécticos tienen mayor afinidad por los fenoles en comparacién con los
solventes acuosos. Lo cual, podria atribuirse a las interacciones de puentes de hidrogeno que se
forman entre las moléculas de los solventes eutécticos y los compuestos fendlicos (Bakirtzi et al.,
2016; Dai et al., 2013b).

6.1.4. Concentracion y Capacidad Antioxidante

Se estimd un coeficiente de inhibicion de DPPH del 50% (ICso) a una concentracion de 4.36 mg/mL
del extracto con el solvente eutéctico (Figura 1). Sin embargo, no podemos comparar nuestros
resultados relacionados con la concentracion y las capacidades antioxidantes con otros datos en la
evidencia, ya que no se han encontrado estudios similares al nuestro. Por su parte, Griss et al., (2020)
obtuvieron un ICso de 4.28 mg/mL de un extracto acuoso de Y. schidigera. La concentracion obtenida
en nuestro estudio se asemeja a la obtenida por Griss et al., (2020), a pesar de las diferencias de
nuestra mezcla, relacionado a el extracto-solvente analizado y los métodos de extraccion utilizados.
Jin et al., (2006) reportaron una ICso del radical DPPH del extracto metandlico de Y. smallina de 0.5
mg/mL. Igualmente, Gupta et al., (2015) estimaron una ICsg de 0.06 mg/mL de un extracto etanolico
a partir de Y. gloriosa. Por otro lado, Sobia et al., (2013) obtuvieron una 1Cso de 10 mg/mL para un
extracto metandlico de Y. alofoia. Por otro lado, Juri¢ et al., (2021) también reportaron una ICso de
0.88 mg/ mL de una mezcla extracto-solvente eutéctico (cloruro de colina y &cido citrico) a partir de
Mentha piperita. Estos resultados presentados contrastan con los nuestros, considerando también a
las diferentes especies de Yucca analizado, tipos de solventes utilizados, y condiciones de analisis.

Por otro lado, el extracto con el solvente eutéctico tuvo una capacidad antioxidante de 4.33 £ 1.10 ug
TE/mg, 14.58 + 1.10 pg TE/mg, 832.95+00 pg TE/ mg y 32147.33 + 662.86 g TE/g determinados
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por DPPH, TEAC, FRAP y ORAC, respectivamente (Cuadro 4). Las diferencias entre los resultados
de las técnicas de DPPH vs TEAC podria ser debido a que el radical DPHH mide compuestos poco
polares, mientras que TEAC evalta compuestos hidrofilicos y lipofilicos (Mercado-Mercado et al.,
2013). En cuanto a la prueba FRAP se evallan reacciones de transferencia de electrones y ORAC se
basa en reacciones de transferencia de hidrdgenos. En nuestro extracto, se obtuvieron mayores
capacidades por FRAP y ORAC. En el caso de FRAP el resultado podria estar asociado a la cantidad
de compuestos fendlicos que hay en el extracto (Rodriguez-Bonilla et al., 2017) mientras que en
ORAUC, asistemas bioldgicos utilizando el radical peroxilo, el tiempo, y su grado de inhibicién (Prior,
2015).

Morales-Figueroa et al., (2022), reportaron capacidades antioxidantes del extracto acuoso de Y.
baccata de 5.94 + 1.38 ug TE/mg, 29.3 + 4.4 ug TE/mg, 8.78 + 0.54 ug TE/mg y 48.72 £ 1.15 ug
TE/mg determinador por DPPH, TEAC, FRAP y ORAC, respectivamente. Igual, los mismos autores
reportaron capacidades de 29.15 + 4 ug TE/mg, 121.8 + 7.14 pg TE/mg, 33.41 £ 0.11 ug TE/mg y
156.84 £ 5.78 ug TE/mg por DPHH, TEAC, FRAP y ORAC para el extracto butanolico de la misma
planta. Por otro lado, Bassarello et al., (2007) reportaron una capacidad antioxidante del extracto
metanolico de la Yucca gloriosa de 5.78 + 0.10 mM determinado por TEAC. Finalmente, Juri¢ et al.,
(2021) reportaron una capacidad de 34.26 + 1.51 mg equivalentes de &cido ascorbico /g de peso seco
usando FRAP en un extracto de Mentha piperita en solvente eutéctico.

La capacidad antioxidante de una misma variedad o de diferentes tipos de plantas, puede variar debido
a la técnica de extraccién utilizada, tipo de solvente, y a la afinidad que tengan los compuestos

antioxidantes de las matrices vegetales a los solventes (Pisoschi et al., 2016).
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Figura 2. Concentracion antioxidante por el radical DPPH del extracto de Y. schidigera en solvente
eutéctico.

Cuadro 4. Valores de capacidad antioxidante del extracto de Y. schidigera en solvente eutéctico.

DPPH* TEAC * FRAP* ORAC*
pug TE/mg ug TE/mg pg TE/mg ug TE/g
Extracto de 433+1.10 1458+217 832.95+0.0 32147.33+662.90

Y. schidigera

con solvente eutéctico
*Media + desviacion estandar, DPPH: radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil, TEAC: capacidad
antioxidante equivalente al trolox, FRAP: poder antioxidante reductor del hierro, ORAC: capacidad
de absorcion del radical oxigeno, TE: equivalentes trolox.

6.1.5. Ensayo Microbioldgico

Se evalud la actividad antibacteriana del extracto de Y. schidigera en el solvente eutéctico y del
solvente eutéctico puro en bacterias Gram negativas y Gram positivas (Cuadro 5), a través de las

concentraciones minimas inhibitorias y minimas bactericidas. Las cepas que tendieron a ser mas
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sensibles al extracto con el solvente fueron E. coli, S. aureus y L. monocytogenes con CMI’s de 0.4
%, 0.4% y 0.38 % y CMB’s de 0.5 %, 0.7%, y 0.58%, respectivamente. La bacteria que tendio a ser
mas resistente al extracto fue S. Typhimurium con una CMI de 0.9% y CMB de 1.0%. En cuanto al
solvente eutéctico puro, las cepas que tendieron a ser mas sensibles fueron S. aureus y L.
monocytogenes con CMI’s y CMB’s de 0.4 %, 0.38 % y de 0.5 % y 0.62 % respectivamente. Por
otro lado, las cepas que tendieron a ser mas resistentes al solvente puro fueron E. coli y S.
Typhimurium con CMI'sy CMB’s de 1.1 %, 0.6 % y de 1.5 % y 1.5%. Se encontro que las CMI’s
del extracto de Y. schidigera y del solvente eutéctico de manera independiente eran las mismas contra
S. aureus, la cual tampoco cambi6é cuando la bacteria estuvo expuesta a la mezcla de ambos
componentes, resultado que no pudimos explicar.

Las cepas Gram-positivas tienen una membrana externa en su pared celular de peptidoglicano,
mientras que las Gram-negativas contienen una capa delgada de peptidoglicano y una membrana
externa con lipopolisacéridos y lipoproteinas (Bailey, 2020). Estas diferencias en la composicion y
estructura de las cepas, se podria contribuir a la mayor sensibilidad de las bacterias Gram-positivas
hacia los extractos de plantas (Juri¢ et al., 2021; Morales-Figueroa et al., 2022). Sin embargo,
contrario a esto, nosotros observamos que para E. coli (Gram-negativa) se obtuvieron valores bajos
de CMI y CMB del extracto con el solvente eutéctico, lo cual puede atribuirse a la actividad de los
donadores de hidrégeno del solvente eutéctico (acido lactico), que desnaturalizan a las proteinas,
desencadenando reacciones enzimaticas lo que conduce al colapso celular (Dominguez de Maria y
Maugeri, 2011; Hayyan et al., 2013; Zhao et al., 2015). Asimismo, se ha observado que los acidos
organicos son toxicos a ciertas cepas especificas de E. coli (Warnecke et al., 2005). Las sales de
amonio utilizadas (cloruro de colina) pueden tener una interaccién e interrupcion con la membrana
plasmatica y la pared celular de la bacteria (Wen et al., 2015). Sumado a estos posibles mecanismos,
los metabolitos secundarios del extracto de Yucca podrian potenciar el efecto antimicrobiano contra
esta cepa.

Es importante resaltar que el solvente eutéctico utilizado contiene &cido lactico, el cual tiene tambiéen
actividad antibacteriana relacionado a su bajo pH (Juri¢ et al., 2021) y que el cloruro de colina puede
ser capaz de alterar las paredes celulares de las bacterias (Wen et al., 2015; Ventura et al., 2014).
También observamos que la mayor parte de las CMB obtenidas tendieron a ser menores con el
extracto de Y. schidigera en el solvente eutéctico lo que nos indicaria que la combinacion de estos

componentes tiene un efecto antibacteriano sinérgico (Cheeke et al., 2006; Chapagain et al., 2007).
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Juri¢ et al., (2021) evaluaron la actividad antimicrobiana del extracto de Mentha piperita en distintos

solventes eutécticos. Observaron que con la combinacién de cloruro de colina, &cido citrico y agua

se obtenian las CMI’s méas bajas. Para Pseudomonas aeruginosa y S. aureus se estimaron CMI’s de

0.39 % y de 0.78 % del extracto de Mentha piperita con el solvente eutéctico y del solvente puro

contra E. coli y Salmonella entérica, respectivamente. Estos resultados son similares a los obtenidos

en este estudio para la cepa de S. aureus y L. monocytogenes, pero usando un solvente eutéctico

diferente (cloruro de colina y acido citrico).

Aunque se obtuvieron concentraciones menores de CMI y CMB del extracto con el solvente para la

cepa de E. coli y de CMB para S. Typhimurium se ha sugerido separar el solvente eutéctico del

extracto para aislar la actividad del ultimo. Asi, podriamos aislar solo la actividad del extracto de

planta procesada con un solvente eutéctico.

Cuadro 5. Valores de concentracién minima inhibitoria y minima bactericida del extracto de
schidigera en un solvente eutéctico y el solvente puro.

la

Y.

Extracto de Y. schidigera Solvente eutéctico puro

en solvente eutéctico (1:1 proporcion)

Bacterias CMI (%) CMB (%) CMI (%) CMB (%)
Escherichia coli 0.4 0.5 1.1 1.5

0157:H7
Salmonella Typhimurium 0.9 1 0.6 1.5
ATCC 14028
Staphylococcus aureus 0.4 0.7 0.4 0.5
ATCC 25923
Listeria Monocytogenes 0.38 0.58 0.38 0.62
ATCC 7644

ATCC: American Type Culture Collection, CC: Cloruro de colina, AL: Acido lactico, Proporcion
molar 1:1.
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7. CONCLUSION

Se analiz6 la composicion bromatoldgica del extracto de Y. schidigera en un solvente
eutéctico y se logro cuantificar la cantidad de saponinas, fenoles y flavonoides totales en el mismo.
Se observaron las propiedades emulsificantes y espumantes del extracto de Y. schidigera en el
solvente, lo que demostré el contenido de saponinas en el mismo. El extracto de Y. schidigera en el
solvente eutéctico demostrd tener propiedades antioxidantes. Por otro lado, los componentes
presentes tanto en el extracto como en el solvente presentaron actividad antibacteriana sinérgica
contra E. coli, Salmonella Typhimurium y L. monocytogenes. Sin embargo, no se observo efecto
sinérgico contra la cepa de S. aureus en el extracto con el solvente. Se ha logrado cumplir con la
hipétesis y los objetivos propuestos de esta investigacion, donde confirmamos que el extracto de Y.
schidigera con el solvente eutéctico, tiene capacidad antioxidante y propiedad antibacteriana.

La utilizacion del solvente eutéctico (cloruro de colinay &cido lactico) para la extraccion de la planta
de la Y. schidigera demostro tener capacidad de extraer compuestos bioactivos. Se propone seguir
realizando estudios adicionales para seguir analizando los efectos que tendria el extracto de la planta

aislado del solvente eutéctico con el cual seria procesado y determinar el rendimiento de extraccion.
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8. RECOMENDACIONES

Es recomendable realizar estudios comparativos de extraccion de compuestos bioactivos de
plantas con propiedades antimicrobianas utilizando solventes tradicionales y solventes eutécticos.
Esto permitira determinar cual de estos métodos de extraccion es mas efectivo. Ademas, es necesario
separar el solvente eutéctico del extracto mediante técnicas de resinas y columnas por cromatografia,
para obtener informacion sobre la capacidad antimicrobiana de los extractos extraidos con solventes

eutécticos, asi como su eficiencia de extraccion y poder compararlos con los solventes organicos.
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