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RESUMEN

Agave angustif olia Haw., es una especie vegetal utilizada en la produccién de
bacanora. Durante su procesamiento se generan diferentes subproductos que representan
una fuente potencial de compuestos bioactivos con capacidad antioxidante y
antimicrobiana para ser aplicados en diferentes alimentos. El objetivo de esta
investigacién fue evaluar la capacidad antioxidante y antimicrobiana de extractos de
Agave angustifolia Haw. Se prob6 el efecto de los factores: tipo extracciéon (acuosa,
etandlica, metanélica) y condicién de la hoja (fresca, seca). El contenido de fenoles
totales (FT) se evalud durante diferentes etapas del proceso de extraccion (materia
prima, extracto sin hidrolizar y extracto hidrolizado), encontrandose efecto (P<0.05)
tanto de los factores principales como de su interaccion y en la etapa donde se obtuvo el
mayor contenido fue en los extractos sin hidrolizar; por lo tanto, las demas
determinaciones (flavonoides totales, capacidad antioxidante y antimicrobiana) se
evaluaron en esta etapa. El extracto acuoso de hoja seca (ACHS) presentd el mayor
(P<0.05) contenido de FT (4284 mg EAG/g extracto). En cuanto al contenido de
flavonoides totales, el ACHS presenté el valor més alto (P<0.05) con 646 mg
equivalentes de catequiza (ECAT)/g extracto y el mas bajo fue para el etandlico de hoja
fresca (3.27 mg ECAT/g extracto). La mayor (P<0.05) capacidad antioxidante se
encontré en el extracto ACHS (2,2-difenil- l-picrilhidrazil, DPPH=70.54 mg ET/g
extracto y capacidad antioxidante equivalente de trolox, TEAC=2133 pmol ET/g
extracto). Los extractos obtenidos de hoja seca presentaron mayor porcentaje de
inhibicion contra Alternaria alternata que los de hoja fresca y no se encontrd efecto de
los factores en el didmetro de inhibicidn contra: E coli, S choleraesuis, S. aureus w L
monocytogenes que varid desde 7.8-8.8 mm. El extracto ACHS present6 el mas alto
contenido de FT, flavonoides y capacidad antioxidante, lo cual sugiere que puede tener
uso potencial en la industria de los alimentos.

Palabras clave: Agave angustifolia Haw, extracto natural, fenoles totales, flavonoides,
antimicrobiano.
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INTRODUCCION

Los alimentos son sistemas muy complejos, en los cuales su calidad puede verse
afectada por diferentes factores como lo son su manipulacién durante su produccién,
procesamiento, almacenamiento y comercializacién. Estos factores pueden llegar a
producir cambios indeseables, causando asi una perdida dramatica en su calidad y que

por consecuencia se vera reducida en sus propiedades nutricionales (Thomas, 1995).

Uno de los factores mas importantes que determinan la pérdida de calidad de los
alimentos es la contaminacién bacteriana, la cual puede causar el deterioro en estos y
ademas causar problemas en la salud del consumidor, debido a la presencia de
microorganismos patogenocs (Ferndndez-Lopez ef al, 2005; Tosi ef al, 2007). Algunos
de los principales patégenos asociados a enfermedades transmitidas por los alimentos
son: Escherichia coli O0l5T:H7, Listeria monocytogenes, Salmonella spp vy
Staphylococcus aureus, los cuales pueden estar presentes en productos refrigerados
listos para el consumidor (FDA, 2009a). Lo anterior, junto con otros factores contribuye
a la generacién de un proceso oxidativo del alimento, formandose reacciones en cadena,
las cuales son mediadas por radicales libres. Estos radicales libres son moléculas
extremadamente inestables, dotadas de un electron desapareado en un nivel energético
superior, y con una alta reactividad (Brookman, 1991; Decker ef al, 2000a). Una vez
iniciado el proceso de oxidacién, continua acelerandose hasta el deterioro total de los
alimentos, apareciendo olores y sabores a rancio, viéndose afectadas ofras
caracteristicas como el color y la textura. Adicionalmente, se presenta un descenso en el
valor nutritivo y los productos formados en la oxidacion pueden llegar a ser nocivos

para la salud (Vivas, 2000).
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Actualmente, el consumidor esta mostrando un gran interés en adquirir alimentos
naturales que le ayuden a mantener una buena salud. Por otro lado, la industria
alimentaria esta en busqueda de tecnologias que ayuden a prevenir cambios
indeseables en los alimentos, que le proporcionen una mayor vida de anaquel y que a su

vez, provean un efecto positivo a la salud del consumidor.

El uso de antioxidantes naturales con propiedades bioactivas ha tomado gran
relevancia, ya que son un ejemplo de compuestos que pueden contribuir a la solucién de

la problematica anterior (Thomas, 1995).

Las fuentes de donde se puede obtener antioxidantes naturales son muy diversas.
Se ha reportado que los propoleos de miel de abeja, especias como; clavo, romero,
salvia, nuez moscada, entre otras, son una fuente potencial de antioxidantes que podrian
ser utilizados en la preservacion de alimentos (Kumazawa ef al., 2004; Xiong et al,
2010). Ademas, recientemente se ha encontrado que extractos de plantas obtenidos a
partir de los subproductos agroindustriales, poseen compuestos con capacidad
antioxidante como fenoles en infusiones de maguey morado (Reyes-Munguia et al.,
2009), saponinas en la pulpa de Agave lechuguilla (Hernandez, 2005), y lignina en el
bagazo de Agave tequilana ([fiiguez et al., 2005).

En la produccion e industrializacién de la bebida aicoholica bacanora (Agave
angustifolia Haw), las hojas representan las dos terceras partes de la planta y no son
utilizadas en la produccion de la bebida. Un potencial uso de estas hojas, es la obtencion
de extractos con posibie actividad antioxidante y antimicrobiana y su posterior uso en la
industria de alimentos. Por lo anterior, este trabajo tiene como objetivo general evaluar
la capacidad antioxidante y antimicrobiana de extractos de hojas de Agave angustifolia

Haw.



REVISION DE LITERATURA

Deterioro Oxidativo de los Alimentos

Durante la produccion primaria, procesamiento y comercializacion de los
alimentos, ocurren o intervienen un gran numero de factores que repercuten en diferente
medida sobre la calidad final de los alimentos, por lo cual la industria alimentaria
siempre tiene €l reto de implementar una serie de medidas y tecnologias encaminadas a
preservar durante un mayor tiempo la calidad sanitaria, fisicoquimica y sensorial de los
alimentos. Uno de los principales problemas a los que se enfrenta la industria alimenticia
es al deterioro oxidativo y microbioldgico de los alimentos, lo cual ocasiona pérdidas
econdmicas importantes, debido a que los alimentos tienen que ser retirados del mercado

(Thomas, 1995).

Muchos de los productos alimenticios estan constituidos por cierto porcentaje de
lipidos, entre ellos grasas y aceites. Estos lipidos son biomoléculas organicas,
compuestas principalmente por carbono e hidrégeno y en menor medida oxigeno,

ademads pueden contener fiosforo, azufre y nitrogeno (Stryer, 1995).

El valor nutricional de los lipidos se debe a la composicion de acidos grasos
saturados e insaturados, ademds de que estos componentes determinan las propiedades
fisicas y estabilidad de los lipidos. Los dcidos grasos son susceptibles a degradarse por
medio de procesos de oxidacion autocatalitica, donde el oxigeno molecular reacciona
con lipidos insaturados para formar peréxidos (Xiong y Decker, 1995). Estas reacciones
pueden ser provocadas por iniciadores tales como la temperatura, radiacion, oxigeno
atmosférico, transicion del oxigeno a complejos metalicos o por catalizadores

enzimaticos (Decker et al, 2000b).



La oxidacién de los lipidos es una de las principales causas de pérdida de calidad
de los alimentos durante su almacenamiento y procesamiento (Gatellier ef al., 1992). La
oxidacion de los acidos grasos se asocia a los cambios de color, pérdida de calidad
nutricional, pérdida de calidad comercial y cambios organolépticos (olores y sabores a
rancio, colores anormales); aunado a esto, la pérdida de la seguridad en el alimento

debido a la formacién de sustancias toxicas (Vivas, 2000).

Mecanismos de Oxidacién de Lipidos

El mecanismo que involucra la oxidacién de lipidos, se divide en tres etapas:
iniciacién, propagacion/ramificacién y terminacion (Brookman, 1991; Loliger y Wille,

1993).

Fase de Iniciacidn

Esta fase puede ser afectada por energia como la luz o trazas de metales pesados,
capaces de producir radicales peréxidos. Esta fase involucra la reduccién de una
molécula de hidrogeno del acido graso (L) en presencia de ciertos catalizadores, y con
la consecuente formacion de radicales libres (L+). Entre mas corta sea esta fase de
iniciacion de oxidacién, mas rapida serd la oxidacién del alimento; y por el contrario,
mientras mas largo sea el proceso de inicio de la oxidacion, mas lento sera el del

alimento (Brookman, 1991; Decker ef al., 2000b).
Fase de Propagacion
Los radicales libres (L+) formados reaccionan con el oxigeno para formar un

radical peréxido de lipido (LOO¢®). Los radicales tienen la habilidad de atacar otros

4cidos grasos produciendo peréxidos y radicales libres, propagando asi una reaccion en



cadena, la cual puede reaccionar después con otra molécula lipidica para formar
hidroperdxidos (LOOH). Los peréxidos formados durante la oxidacion se descomponen
a radicales nuevamente, aldehidos, cetonas y alcoholes. Estos seran los responsables de
la aparicion de olores desagradables, asociada con la rancidez (Brookman, 1991; Decker
et al., 2000b).

Fase de Terminacion

Ocurre cuando los radicales hidroperéxidos que son compuestos altamente
reactivos comienzan a reaccionar entre si. En esta etapa, las reacciones en cadena
agotan cualquier reactivo antioxidante alcanzandose una menor estabilidad y mayor
deterioro en los productos (Brookman, 1991). Los productos finales de la oxidacion

lipidica son compuestos de cadena corta como aldehidos o esteres (Nawar, 1996).

Crecimiento Microbiano

Debido a [as diferentes composiciones quimicas de los alimentos, se debe
considerar la calidad higiénica durante su manejo, para evitar asi el desarrollo de los
microorganismos. La contaminacién de estos se ve afectada a partir de su posterior
manipulacién, y aunque se guarden las medidas higiénicas necesarias, no es posible
impedir que los microorganismos lleguen a los alimentos, por lo que su contaminacion

es inevitable (Ordéfiez y Hoz, 1999).

La seguridad microbiana y la vida de anaquel de los alimentos aumenta al
minimizar el nivel inicial del microorganismo, también al destruir la poblacién
microbiana y prevenir o controlar el nivel de crecimiento microbiano (Serdengecti er al,,
2006). Para evitar el deterioro causado por microorganismos en el alimento se¢ emplean

diferentes métodos de conservacion. Estos radican en eliminar o inhibir la actividad
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microbiana, impidiendo las reacciones enzimaticas, quimicas y fisicas que darian lugar a

cambios organolépticos y a la alteracién total del alimento (Pearson y Dutson, 1990).

Bacterias Patégenas

Entre algunos de los patégenos méas comunes encontrados en los alimentos estan
Escherichia coli O157:H7, Salmonella spp, Staphylococus aureus y Listeria

monocylogenes.

Escherichia coli O157:H7. Se distinguen seis cepas de E coli segin su poder
patégeno. En el grupo de E coli enterochemorrégica o verotoxigénica (Dziva et al, 2004)
se encuentra Escherichia coli O157:H7. Esta cepa produce una potente toxina y puede
ocasionar enfermedades graves como el sindrome urémico hemolitico (SUH), la cual es
una enfermedad infectocontagiosa que se caracteriza por insuficiencia renal, anemia
hemolitica, trombocitopenia, defectos de coagulacién de la sangre y problemas
neurolégicos en los pacientes (Dziva er al, 2004; Nataro y Kaper, 1998; Pearson y
Dutson, 1990).

Salmonella spp. Es una bacteria gram negativa, que no genera esporas. Las
principales enfermedades que puede causar Salmonella debido al consumo de productos
carnicos son la salmonelosis, tifoidea y paratifoidea; provocando nauseas, vOmito,
calambres abdominales, septicemia, fiebre y diarrea. Su presencia se debe a la deficiente
higiene durante el procesamiento o manufactura del alimento (FDA, 2009b; Pearson y

Dutson, 1990).

Staphylococcus aureus. Es una bacteria esférica, gram positiva, capaz de
producir una toxina altamente termoestable; puede encontrarse en aire, polvo, aguas
residuales o equipos de procesamiento de alimentos, humanos y medio ambiente. Los
sintomas mas comunes causados son nauseas, vomito y dolor abdominal; aunque se

puede no mostrar todos estos sintomas. Los alimentos involucrados con frecuencia,
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incluyen la carne y productos derivados de la carne; productos de las aves de corral y de

huevos, leche, productos lacteos, entre otros. (FDA, 2009¢; Pearson y Dutson, 1990).

Listeria monocytogenes. Es una bacteria gram positiva, flagelada, que se puede
encontrar en el intestino de los seres humanos, mamiferos (domésticos y salvajes), asi
como en aves, pescados y crusticeos; y puede ser aislada de suelo, ensilaje, y otras
fuentes ambientales. Los alimentos asociados a esta bacteria son: leche cruda (no
pasteurizada), quesos, salchichas fermentadas, aves de corral crudas y cocinadas, carnes
crudas (todos los tipos), pescados crudos y ahumados. Tiene una capacidad de crecer a
temperaturas bajas como 3°C que le permiten su multiplicacion en alimentos
refrigerados (FDA, 2009d; Pearson y Dutson, 1990).

Uso de Antioxidantes en alimentos

Los antioxidantes se definen como moléculas orgdnicas de origen sintético o
natural, cuyo principal objetivo de uso es retardar las reacciones de degradacion
oxidativa. Estos aditivos ejercen su actividad, en el contexto de la autooxidacion de
lipidos, atrapando radicales para inhibir la absorcién de oxigeno al alimento. De esta
forma, se reduce la concentracion de radicales responsables de la formacion de otros
radicales libres ¢ impide la reaccion en cadena del proceso oxidativo. Los antioxidantes
también tienen la habilidad de quelar o atrapar metales de transicion para retardar la
oxidacioén, debido a que las reacciones de iniciacion del radical libre, son retardadas con

eficacia por la eliminacién de los iones metalicos de transicion (Ldliger, 1991).

Los antioxidantes se caracterizan por tener en comun en su estructura un
compuesto fenolico reactivo que funciona como un donante, permitiendo la formacion

del radical antioxidante fenoxilo (L&liger, 1991). Existen diferentes criterios para la



clasificaciéon de las sustancias consideradas como antioxidantes; sin embargo, el mas

comun es la que se establece por el origen del antioxidante: sintéticos y naturales.

Antioxidantes Sintéticos

Fueron desarrollados a partir de la necesidad de obtener una proteccién mas
efectiva, y que al mismo tiempo fuera mds econdmica, en relacion a los compuestos
naturales. Entre los antioxidantes sintéticos cuatro de ellos son los mas utilizados en la
industria alimenticia: BHT (butil hidroxitolueno), BHA (butil hidroxianisol, PG (propil
galato) y TBHQ (ter-butil hidroxiquinona) (Loliger, 1991). Sin embargo, estos
antioxidantes sintéticos se encuentran en desuso debido a que diversos estudios les
atribuyen efectos carcindgenos (Karpinska et al., 2001). Este hecho ha despertado gran
interés en el estudio de antioxidantes naturales entre los que se encuentran distintos

compuestos fenolicos.

Antioxidantes Naturales

Una de las ventajas al emplear conservadores naturales en los alimentos, es su
facil aceptacion por el consumidor, ya que son considerados como compuestos
generalmente seguros (Pokorny, 1991). Sin embargo, es necesario realizar trabajos de
investigacién para determinar las condiciones Optimas de funcionamiento del
conservador natural como antioxidante. Se han encontrado diversos productos de origen
natural como los propdleos, las frutas pequefias o berries, entre las hierbas, el tomillo
posee fuerte accion antioxidante, asi como el cacao, arroz, manzana, cebolla roja, y
orégano, entre otros; los cuales contienen diversos compuestos con propiedades
antioxidantes, tan eficaces como los comerciales disponibles (Chaillou y Nazareno,
2009; Geckil ef al, 2005; Loliger y Wille, 1993). La mayoria de los compuestos activos
presentes en estas fuentes antioxidantes son compuestos fenélicos. Dentro de este grupo

se encuentran el tocoferol, flavonoides y diversos acidos fendlicos (Pokorny et al,

2001).



Compuestos Fendlicos

El término compuestos fenodlicos o polifenoles son aquellas especies organicas
que poseen en su estructura al menos un anillo aromatico con uno o mas grupos
hidroxilos unidos a él. Sin embargo, esos grupos funcionales pueden estar sustituidos
por. ésteres, glicosidos, etc., (Escarpa y Gonzélez, 2001). Los compuestos fendlicos
constituyen uno de los grupos mas grandes y ubicuos de los metabolitos de las plantas.
Miles de moléculas que presentan estructura polifendlica han sido identificadas en
plantas superiores y cientos de ellas se encuentran en plantas comestibles (Manach e
al., 2004). Los polifenoles son constituyentes regulares de la alimentacion humana, El
consumo promedio de polifenoles es de 1 g por dia. Las fuentes mas ricas son las frutas,
bebidas como el € (negro y verde), café, vino y los jugos de frutas, y en menor grado

hortalizas, cereales y leguminosas (Scalbert ef al., 2002).

Acidos fendlicos. El nombre de 4cidos fendlicos, en general describe a los
fenoles que poseen un acido carboxilico funcional. Los acidos fendlicos contienen dos
esqueletos de carbono que los distinguen en: acidos hidroxicindmicos y Aacidos
hidroxibenzoicos. Aunque €l esqueleto basico es el mismo, €l nitmero y posiciones de
los grupos hidroxilos en el anillo aromatico hacen la diferencia (Robbins, 2003). Los
acidos hidroxicinamicos e hidroxibenzoicos son abundantes en los alimentos y pueden
representar cerca de la tercera parte de los compuestos fendlicos en nuestra dieta. Estos
compuestos pueden encontrarse como ésteres o en forma libre, los cuales, pueden estar
solubles y acumulados en las vacuolas o bien insolubles como componentes de la pared

celular (Yang ef al, 2001).

Los 4cidos hidroxicinamicos constituyen el grupe més ampliamente distribuido
de compuestos fenélicos. Dentro de ellos hay cuatro estructuras bésicas que existen en
su forma natural las cuales corresponden a los 4cidos cumdrico, cafeico, ferilico y
sindpico. Similar a otros compuestos fendlicos, la mayoria de estas estructuras se

encuentran en ¢l reino vegetal asociadas a otros tipos de compuestos. Un ejemplo de [a
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importancia de estas combinaciones lo constituye la esterificacién del dcido cafeico con
el acido quinico que forma la estructura ampliamente distribuida en los alimentos con el
nombre genérico de dcido clorogénico el cual se ha demostrado que tiene efecto

benéfico en el tratamiento de la diabetes tipo II (Escarpa y Gonzélez, 2001).

Dentroc de los acidos hidroxibenzdicos se encuentran el &cido galico,
protocatéquico, siringico y varilico. La distribucion de estos acidos en las plantas
comestibles es generalmente muy bajo, con la excepcidn de algunas frutas rojas como
zarzamora, frambuesa, cereza, fresa, que pueden tener concentraciones de varias

decenas de miligramos por kilogramo de peso fresco (Manach ef al, 2004).

El t es una importante fuente de dcido galico: las hojas de %€ pueden contener
arriba de 4.5 g/kg de peso fresco. Debido a que los dcidos hidroxibenzoicos, tanto libres
como esterificados se encuentran solo en pocos alimentos comestibles para el hombre,
no han sido estudiados profundamente y no se considera que tengan un interés

nutricional (Manach ef al, 2004).

Flavonoides. Los flavonoides son polifenoles que tienen el esqueleto del
difenilpropano (C6-C3-C6). Las diferencias individuales dentro de cada grupo resultan
desde la variacion en namero y arreglo de los grupo hidroxilos, asi como de la
naturaleza y extension de alquilacidn y/o glicosilacion de esos grupos, dentro de estos

grupos se encuentran, las antocianinas, flavanoles, flavonoles, etc, (Karakaya, 2004).

Las antocianinas son glucésidos de las antocianidinas, estan constituidos por una
molécula de antocianidina que es la aglicona a la que se une un azicar por medio de un
enlace glucosidico. Estos compuestos estdn disueltos en las vacuolas de los tejidos
epidérmicos de flores y frutos, los cuales imparten los colores rosa, rojo, azul o pirpura.
En la dieta humana, las antocianinas se encuentran en el vino tinto, algunos cereales y
en algunas hortalizas de hoja y raices, pero son mds abundantes en las frutas. Las

antocianinas s¢ encuentran principalmente en la cdscara, excepto en algunos frutos
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como la cereza y la fresa, en las que se localizan principalmente en la pulpa (Manach et

al, 2004).

Los flavonoles son una clase de flavonoides que presentan la estructura 3-
hidroxiflavona. Su diversidad radica en las diferentes posiciones que acomodan los
grupos -OH fendlicos. Los principales flavonoles son las catequinas, las cuales son
abundantes en el t y el chocolate. Las proantocianidinas son flavonoles poliméricos (de
4 a 11 unidades), que estdn presentes en materiales vegetales tales como las semillas de

la uva (Yang et al., 2001).

La quercetina es el principal flavonol en la dieta humana, se encuentra presente
en muchas frutas, hortalizas y bebidas. Es particularmente abundante en cebolla (0.3
mg/g peso fresco) v en el € (10-25 mg/L). La quercetina usualmente se encuentra como
O-glicdsidos, con la D-glucosa como el residuo de azicar mas frecuente. Mas de 170

diferentes glicosidos de quercetina han sido identificados (Yang ef al., 2001).

Saponinas. Las estructuras quimicas originales, candidatas para muchos
compuestos farmacéuticos que promueven la salud, se originaron a partir de sustancias
quimicas presentes en extractos de plantas. Entre estos compuestos de plantas se
encuentran las saponinas de quillaja, yuca y alfalfa las cuales tienen efectos benéficos

sobre la salud animal (Avato er al., 2006).

Las saponinas son glucdsidos, compuestos quimicos cuyas estructuras estdn
constituidas por un nucleo soluble en grasa (aglicona), que puede ser ya sea un esteroide
triterpenoide (C-30) o neutral ¢ alcanoide (C-27) unida a una o mas cadenas laterales de
azucares solubles en agua (glicona) a través de enlaces éster al nucleo aglicona en
diferentes sitios de carbono. Las saponinas triterpenoides predominan en la soya, alfaifa
y quillaja, mientras que las saponinas esteroides predominan en la yucca, tomate y

avena (Kaneda ef al., 1987).
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Entre los diversos efectos bioldgicos que presentan las saponinas se encuentran,;
actividad hemolitica, actividad antibacteriana. Algunas saponinas son benéficas,
mientras que otras son consideran peligrosas para los animales. Los efectos biolégicos
de las saponinas se ven afectados por factores como el tipo de niicleo de la saponina, el
numero de cadenas laterales del azicar y el tipo de grupos funcionales (Hassan er af.,

2010).

Lignina. La lignocelulosa es el material mas abundante en nuestro planeta, se
compone de celulosa, hemicelulosa y lignina, cuyas proporciones en las plantas pueden
ser muy variables: 20-55% celulosa, 16-85% de hemicelulosa y 15-40% de lignina. La
lignina es un polimero generado por la condensacion al azar de los radicales libres de
alcoholes aromaticos. En general, su estructura es dificil de definir, sin embargo, se sabe
que contiene fundamentalmente tres alcoholes; coniferilico, sinapilico y p-cumarilico.
También puede contener acidos fendlicos tales como cumadrico y ferilico, que estan
esterificado con los grupos alcohol. Su degradacion es dificil y protege a la celulosa y
hemicelulosa de la hidrélisis enzimatica por lo que se considera un compuesto

recalcitrante (Howard er al/, 2003).

Mecanismo Antimicrobiano

Plantas, hierbas y especias, asi como sus aceites esenciales, contienen un gran
niimero de sustancias con propiedades que inhiben la actividad metabdlica de bacterias,
mohos y levaduras. Los compuestos antimicrobianos de las plantas se encuentran
generalmente en el aceite esencial obtenido a partir de sus hojas, flores, bulbos, rizomas
y frutos. Estos compuestos pueden ser letales para las c€lulas microbianas o

simplemente servir como inhibidores de la produccion de metabolitos (Doores, 1993).

Los posibles mecamismos de accion de los acidos organicos sobre los

microorganismos incluyen: reduccion directa del pH del sustrato o medio de
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crecimiento debido a un aumento en la concentracion de protones, el descenso en el pH
interno de Ia célula por ionizacién de la molécula de acido no disociada o por la
interrupcién de transporte de sustrato, debido a una alteracion en la permeabilidad de la
membrana celular. Ademas de inhibir el transporte de sustratos, los acidos organicos
también pueden inhibir la oxidacién de NADH, eliminando asi el suministro de agentes
reductores de los sistemas de transporte de electrones (Davidson, 2001). Dado que la
parte no disociada de la molécula del 4cido es la responsable de la actividad
antimicrobiana, la eficacia a wn pH dado depende en gran parte de la constante de

disociacion (pKa) del 4cido (Beuchat, 2000).

Alternativas Naturales para Prevenir la Oxidacion en Alimentos

Actualmente se han descubierto diversas fuentes naturales que representan
alternativas para evitar el deterioro oxidativo de diversos productos alimenticios, dentro
de dichas alternativas se encuentran los antioxidantes provenientes de numerosas
fuentes como los extractos de especias, plantas, frutas, etc. (Chen et al., 1998; Xiong et

al., 2010).
Extractos de Fuentes Naturales

Los antioxidantes naturales extraidos de hierbas y especias presentan diversos
grados de eficacia cuando son aplicados en diferentes alimentos (Yoo ef al., 2008). Un
ejemplo de ello son los extractos de té, romero, clavo, salvia y orégano, los cuales han
demostrado que reducen la oxidacion lipidica con la misma efectividad que los
antioxidantes naturales cuando son empleados en productos carnicos cocinados
(McCathy ef al., 2001). Formanek et al., (2003) estudiaron el efecto de extractos de
romero en carne molida irradiada y encontraron que tanto la oxidacion lipidica como los

cambios de color fueron inhibidos por la presencia del extracto.
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A través de estas y otras investigaciones ha sido demostrado el potencial
antioxidante que presentan los extractos naturales. Recientemente, en la blisqueda de
nuevas fuentes antioxidantes naturales, se ha encontrado que estos se pueden obtener a
partic de propdleos de la miel de las abejas, de extractos de especias, plantas y de las
hojas de distintos agaves que a su vez provienen de subproductos agroindustriales del

procesamiento de los mismos (Xiong ef al., 2010; Reyes-Munguia ef al., 2009).

Propdleos de la miel de abejas. Los propdleos son una sustancia natural extraida
por las abejas de las yemas y exudados de ciertos arboles y plantas. Han sido utilizados
en la medicina popular en muchas regiones del mundo y se ha descubierto que
presentan varias actividades bioldgicas tales como antibacterianos, antivirales,
antiinflamatorios y anticancerigenos (Kimoto et al., 2001). Los propéleos generalmente
contienen una gran variedad de compuestos quimicos como polifenoles (flavonoides,
acidos fenodlicos y sus esteres), terpenoides, esteroides y aminoédcidos. La composicion

de los propdleos depende de la vegetacion y el sitio de recoleccién (Marcucci, 1995).

Especias. Existen numerosas especias, la mayoria son utilizadas en la cocina de
nuestros hogares, las cuales se ha descubierto que presentan actividad antioxidante
debido a la presencia de compuestos fenolicos. De acuerdo con Aruoma ef al., (1992) el
extracto de romero es efectivo para prevenir la oxidacién. La actividad antioxidante del
extracto de romero es impartida fundamentalmente por diterpenos fendlicos, 4cido
carndsico, carnisol, entre otros. Xiong et al, (2010), investigaron la capacidad
antioxidante de diversas especias como clavo, romero, nuez moscada, raiz de casia, etc.,
en hamburguesas de puerco cocinadas y encontraron que todas tienen capacidad
antioxidante, pero los extractos con mayor capacidad antioxidante y que retardaron por
mayor tiempo el deterioro de la camne fueron clavo y romero, debido a que presentaron

el valor mas alto en el contenido de compuestos fenodlicos.

Subproductos agroindustriales. Los antioxidantes naturales son a menudo més
costosos y menos eficaces que los sintéticos, es por ello que en la actualidad, la atencién

se ha centrado en la extraccion de antioxidantes provenientes de fuentes econdmicas o
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residuales de las industrias agricolas como la cdscara de papa, las semillas de uva,
céascaras y semillas de citricos, residuos de zanahoria y hojas de ¢ (Bo Huang e al,

2011).

En extractos obtenidos a partir de subproductos agroindustriales provenientes del
procesado del Agave y ofras plantas también se han encontrado la presencia de
compuestos con capacidad antioxidante y antimicrobiana, dentro de ellos se encuentran
dcidos fendlicos, saponinas, asi como también lignina (Hernandez ef al., 2005; Reyes-

Munguia ef al., 2009; {figuez et al., 2005).

En una investigacion realizada por Reyes-Munguia et al., (2009) encontraron
que infusiones acuosas obtenidas a partir de maguey morado (Rhoeo discolor, no es una
agavacea) son ricas en compuestos fendlicos. Prepararon infusiones a partir de hojas de
maguey fresco y seco, obteniendo un contenido de fenoles totales de 2100 y 3010 mg
equivalentes de 4cido galico (EAG)/L respectivamente. Por otro lado, Hernandez ef al.,
(2005), encontraron la presencia de saponinas en extractos metandlicos y etanolicos
obtenidos a partitr de subproductos de Agave lechuguilla el cual se utiliza en la
producciéon de ixtle. Estos investigadores evaluaron la cantidad de saponinas que se
pueden extraer a diferentes volimenes de solvente (25 y 50 mL) y soluto (5, 10 y 15 g)
y encontraron que a mayor cantidad de solvente empleado, se obtiene una mayor

eXtraccion de saponinas.

Por otro lado, en los subproductos de Agave fequilana, el cual se utiliza en la
produccion de tequila se ha encontrado la presencia de lignina, la cual forma parte de las
fibras del bagazo que se desperdicia durante la produccion de esta bebida. El contenido

de lignina promedio que presentaron los bagazos fue de 7.20% (Ifiguez et al., 2005).

Dentro de este grupo de subproductos, se encuentran también los obtenidos a
partir de Agave angustifolia Haw., este agave se utiliza en la produccién de bacanora
una bebida alcohdlica tipica en el estado de Sonora. Segln Salazar y Mungaray (2008),

se estima una produccion anual de 240 mil litros de esta bebida, asi como también
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reportan que Agave angustifolia se recolecta en 35 municipios de este mismo estado.
Carrillo (2007) reporté que sélo un tercio de [a planta es utilizada en el proceso de
elaboracién de bacanora, este tercio corresponde a la pifia que se utiliza en la
fermentacion, y los otros dos tercios restantes que cotfesponde principalmente a la hoja

son considerados como subproducto.

Debido a que los subproductos agroindustriales son fuente econémica para la
obtencién de compuestos antioxidantes es que se estd tratando de aprovecharlos al
méximo, a través de la obtencion de extractos ricos en compuestos bioactivos. Como se
ha demostrado, los subproductos obtenidos a partir de agave también representan una
fuente rica en compuestos fendlicos con capacidad antioxidante, por lo tanto estos
pueden ser utilizados en la conservacion de alimentos entre ellos las cames frescas y asi

impartirles valor agregado.

Agave

El género agave fue descrito por Carlos Linneo a partir de [a especie Agave
americana en 1753. En griego la palabra agave (agavus), significa "admirable o noble"
(Gémez-Pompa, 1963). En México estas plantas se conocen como maguey, sin embargo

el termino universal empleado es agave.

El género de agave se encuentra ubicado dentro de la familia asparagaceae
(=agavaceae), la cual surgié aproximadamente hace 15 millones de afios (Eguiarte ef al.,
2000). Se asegura que el centro de mayor riqueza y biodiversidad para la familia se
encuentra en México y dreas circunvecinas. No existe un nimero definido de especies de
la familia agavaceae, sin embargo, Garcia-Mendoza y Galvan (1995) afirman que tienen
registrado un total de 288 especies y consideran que un 75% del total se encuentra en el
territorio mexicano. Los mismos autores mencionan que de todas [as especies que posee

el pais, 55% son endémicas. Los estados que poseen un mayor niimero de representantes
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son Oaxaca, Durango y Puebla, seguidos por Sonora, Jalisco, Coahuila, Chihuahua, San

Luis Potosi, Nuevo Leén y Zacatecas,

Morfologia del Agave

Son plantas perennes, suculentas, monocotiledéneas, con raices duras fibrosas y
tallos gruesos muy ¢ortos. Las hojas son generalmente verdes, sin embargo también
pueden Ser blancas o grisdceas. Su superficie puede ser muy dspera al tacto o muy suave,
la mayoria son largas, gruesas hacia la base y estdn arregladas en rosetas basales con
espinas laterales y en las puntas. La espina terminal puede ser corta o muy larga,
acanalada totalmente o en partes con seccién transversal, redondeada y aplanada

(Arizaga y Ezcurra, 1995).

Las plantas de este género presentan varias adaptaciones a su medio; tienen la
capacidad de acumular agua en las gruesas hojas suculentas lo que permite que estén

especialmente adaptadas a la aridez.

Agave angustifolia

En Sonora se pueden encontrar 26 especies nativas, 4 subespecies y 4 variedades
de agave. Entre estos agaves cabe resaltar la importancia del 4 angustifolia, ya que esta
planta durante siglos ha sido utilizada pata la elaboracién de bacanora, una bebida
alcohélica destilada parecida al mezcal y tequila, pero con sabor, aroma y caracteristicas
organolépticas propias (Morelo, 1995). Actualmente tanto su cultivo como
aprovechamiento representan dos alternativas economicas de enorme potencial para las

comunidades sertanas de Sonora (Salazat y Mungaray, 2008).

Bacanora. La produccion del destilado de bacanora se basa tunicamente en la

cosecha del A4 angusiifolia (ver Figura 1). De acueldo con los més antiguos



18

procesamicntos de claboracién de esta, las pifias son trahsportadas a la vinata para su
cocimiento en homos naturales de piedra; las pifias cocidas se cortan en pedazos
pequefios y se machucan con una hacha para la obtencién de mosto, que es colocado
junto con el bagazo y agua en tinajas de madera, las cuales son cubiertas para su
fermentacion, que tarda de cuatro a cinco dias. La destilacién se realiza en alambiques,
donde los alcoholes se evaporan y pasan al serpentin, €l cual se encuentra en agua fria,
lo que hace que s¢ condensen y se transformen en bacanora (Moreno, 1995). Segin
Gentry, (1972) la regién de mayor abundancia en Sonora, abarca los municipios de
Arivechi, Onavas, Sahuaripa, Soyopa y Nacori Chico, también se puede encontrar en
Bacanora, Suaqui, Matape, Mazatdn y La Colorada, aunque en menor cantidad (Moreno,

1995; Ortega-Mendoza, 2012).



Figural. Planta adulta de Agave angustifolia Haw
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MATERIALES Y METODOS

Obtencién de Subproductos

Los subproductos (hojas) de Agave angustifolia Haw., generados durante la
produccién de bacanora, se obtuvieron del rancho “El Bisura”, ubicado cerca de la
comunidad de Mazocahui en el municipio de Ures, Sonora. Este municipio se encuentra
dentro del drea de denominacion de origen para la produccién de bacanora. Las hojas se
recolectaron de plantas de agave con edad fisiolégica suficiente (6-8 afios) para la

produccién de esta bebida (Barraza et al., 2006).

Caracterizacion de los Subproductos

Las hojas de A angustifolia Haw se caracterizaron a través de mediciones tanto
de las dimensiones, como contenido de humedad y pH. Las dimensiones que se
evaluaron fueron: largo y ancho de las hojas, las cuales se midieron con una regla
graduada en cm, asi como el peso, el cual se determiné por medio de una balanza
(Sartorius F1508X02). El contenido de humedad se evaliio conforme lo reporta la
AOAC (2000), método 4.1.03 y el pH utilizando una proporcién 1:9 (3 g de hoja y 27
mL de H20 destilada) en un equipo HANNA pH-211.

Obtencién de los Extractos y Condiciones Experimentales

Una vez recolectadas las hojas de agave, se trasladaron al laboratorio de

productos carnicos de CIAD para obtener los extractos. Estas, fueron lavadas y
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cortadas en trozos pequefios de 1 cm x 1 cm, la mitad de las mismas se secaran a 50 °C
hasta un 3% de humedad para obtener extractos a partir de hojas secas, mientras que el

resto se utilizd para obtener extractos en estado fresco (ver Figura 2).

La obtencién de los extractos se hizo manipulando dos factores: 1) la condicién
de la hoja (fresca y seca) y 2) tipo de extraccién (etandlica, metandlica y acuosa).

Dichas condiciones de extraccion se detallan mas adelante.

La determinacion del contenido de fenoles totales se realizd en tres etapas: en la
materia prima, extractos sin hidrolizar y extractos hidrolizados. En los extractos de estas
tres etapas se analizo el contenido de fenoles totales, y el extracto sin hidrolizar que fue
el que tuvo un mayor contenido de fenoles totales, fue utilizado para llevar a cabo la

evaluacién de su capacidad antioxidante y antimicrobiana.

Extraccion en la Materia Prima

La obtencion de los extractos a partir de la materia prima se realizé siguiendo la
metodologia descrita por Ciriano ef al, (2009) con algunas modificaciones. Se pesaron
10 g de hojas de agave seco (3 % humedad) y fresco, posteriormente se le adicionaron
20 mL de cada solvente al 80% (etanol y metanol). Se homogenizé por 30 s a una
velocidad media, se procedié a sonicar 30 minutos sin calor (1 °C). Pasado €ste tiempo
se centrifugd por 15 minutos a 14 000 rpm a una temperatura de 4 °C. Se repitio el
procedimiento con dos volumenes de 10 mlL de cada solvente, se obtuvo el
sobrenadante y se filtré en papel Whatman No. 1, posteriormente se llevé a un volumen

de 40-50 mL en agua.

Extracto Hidrolizado

La obtencién de los extractos se realizé conforme lo reporta Vega-Vega, (2011).

Los solventes que se utilizaron en la extraccién fueron metanol y etanol.



Obtencion del subproducto

Fresca

Etapa de extraccion

Figura 2. Condiciones de obtencion de los extractos.
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Se pesaron 10 g de hojas de agave fresca y seca (3% humedad), los cuales
fueron puestos en contenedores con 100 mL de cada solvente (alcohol: agua 8:2). Las
muestras fueron puestas a macerar en [a oscuridad durante 10 d a 25 °C. Pasado este
tiempo, los extractos fueron filtrados (Whatman No. 4) y el solvente fue removido
usando un evaporador rotatorio a presion reducida y temperatura de 40 y 45 °C para
metanol y etanol respectivamente. La fraccion acuosa fue liofilizada, formando un
extracto seco, el cual fue sujeto a una hidrélisis alcalina (10 mL de NaOH 4M) durante
4 h en ausencia de luz. Enseguida se realizé una hidrélisis acida con HCl 4M hasta
llegar a pH = 2. En el signiente paso, el extracto hidrolizado fue sujeto a una separacién
liquido-liquido mediante dos lavados con 20 mL de acetato de etilo, formando dos
fracciones: polar y no-polar (Oboh y Rocha, 2007). El solvente fue evaporado y los
extractos fueron resuspendidos en agua deionizada. En total se obtuvieron 4 extractos:
metandlico polar (MP), metanélico no-polar {(MNP), etanélico polar (EP) y etandlico

no-polar (ENP) con una concentracién de 25 mg de tejido por mL de agua.

También se realizd una extraccion acuosa como un proceso alternativo. Se
pesaron 10 g de hoja tanto seca como fresca, los cuales se mezclaron con 100 mL de
agua destilada a 100 °C durante 30 min. Pasado el tiempo, la infusién fue filtrada
(Whatman No. 4) y liofilizada. Después de esto, la muestra fue hidrolizada como se
menciona anteriormente, obteniendo la fraccion polar y no-polar con una concentracién

de 25 mg de muestra por mL de agua.

Evaluacion de Compuestos Fenélicos

Determinacion de Fenoles Totales

Fl contenido de fenoles totales en cada extracto fue evaluado de acuerdo al
método de Folin-Ciocalteau (Singleton y Rosi, 1965) con ligeras modificaciones. Se

mezclaron 15 pl del extracto con 75 pL del reactivo de Folin-Ciocalteau diluido [1:10]
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con agua, posteriormente se le adicionaron 60 pl. de Na,CO; al 7.5% y se dejaron
reposar durante 30 minutos en oscuridad. Después de la incubacion, la absorbancia fue
medida a 765 nm en un lector de placas (FLUO-Star omega). El contenido de fenoles
totales se calculd utilizando una curva estandar de acido galico y expresado como

miligramos equivalentes de acido galico (EAG) por g de muestra seca.

Determinacion de Flavonoides Totales

La determinacion de flavonoides totales se realizd siguiendo la metodologia
descrita por Zhishen e al, (1999) con algunas modificaciones. Se mezclaron 100 pL
del extracto con 430 uL de solucién A (400 pL de H,O destilada+ 30 pL de NaNO, al
5%) y se dejaron reposar durante 5 min. Después del reposo se adicionaron 30 pL de
AlCl; al 10% y un minuto después se adicionaron 440 pL de la solucién B (200 pL de
NaOH IM + 240 pL de H,O destilada). Se leyo la absorbancia a 415 nm en un lector de
placas (FLUO-Star omega). La absorbancia de cada muestra se compar6 con una curva
estdndar de quercetina. Los resultados se expresaron como mg equivalentes de

quercetina (EQ)/ g de extracto (peso seco).

Capacidad Antioxidante

Inhibicion del Radical DPPH

La capacidad de los extractos para inhibir el radical estable DPPH (2,2-dif enil-1-
picrilhidrazil) se calculd de acuerdo al método descrito por Gonzalez er al. (2007). Se
tomaron 140 pL de una solucion 0.0634 mM de DPPH* en metanol y se agregaron 10
pL del extracto. La mezcla se agitd en un vortex y se dejé reposar durante 30 min en la
oscuridad. Se leyo la absorbancia a 518 nm en un lector de placas (FLUO-Star omega).

Los resultados se expresaron como la concentracion eficiente (mg/mL) para inactivar al

radical en un 50% (EC50).
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Capacidad Antioxidante Equivalente de Trolox (TEAC)

Este método se basé en la capacidad de los antioxidantes para inactivar el radical
ABTS*t (Re er al., 1999). El radical cation ABTS*t se generd por interacciéon de 5 mL
de una solucién 7 mM de ABTS y 88 pL de una solucién 0.139 mM de K,S,0; Se

adicionaron 2970 uL de ABTS*t a 30 pL de extracto, se midié la absorbancia a 734 nm
en un espectrofotémetro UV-Visible (Cary 50 Bio, Varian, Italia) al minuto 1 y 6
después del mezclado inicial. Se report6 el porcentaje de disminucion de la absorbancia
a 734 nm. Los datos generados se reportaron como pmoles de equivalentes Trolox (ET)/

g de extracto (peso seco).

Capacidad Antimicrobiana

Actividad Antifangica

Se evalud el potencial antifiingico de los extractos contra Aiternaria alternata
usando el método de inoculacion central, incorporando los extractos en agar. Se
utilizaron las concentraciones de 25, 12.5 y 6.25 mg/ mL de cada extracto, los cuales se
agregaron a cajas petri conteniendo agar papa dextrosa, y se inocularon en el centro con
el hongo. Las placas se incubaron durante 5 d a 25 °C. Los controles consistieron en
placas con agar sin adicién de extractos, e inoculadas con el hongo. Se midi6 el
crecimiento micelial (cm?) por triplicado, mediante el andlisis de las imégenes digitales
de las placas usando el software ImageTool version 3.0. Los resultados fueron
expresados como porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial de Alternaria

alternata al dia 5 (Vega-Vega, 2011).
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Actividad Antibacteriana

Se determiné la capacidad antibacteriana contra las cepas de Escherichia coli
O157:H7 ATCC 43890, Salmonella choleraesuis ATCC 14028, Listeria monocytogenes
ATCC 7644 y Staphylococcus aureus ATCC 65384. Se transfirié un asa (~20 pL) de
cada bacteria a tubos conteniendo 10 mL de caldo de soya tripticasa y se incubaron a 37
°C durante 24 h. Se partié del inoculo con Ix10® UFC/mL, con el cual se realizaron
diluciones hasta tener una poblacién de 1x10° UFC/mL, de la cual se transfirieron 100
pl a placas Petri con agar MuellerHinton y se distribuyeron homogéneamente con
perlas estériles. Posteriormente, se colocaron discos (7 mm)} impregnados con los
extractos a una concentracién de 25 mg/mL y se incubaron a 37 °C durante 24 h,
Transcurrido este tiempo, se midi6 el halo de inhibicidn que presentaron los extractos

para evitar el crecimiento de las bacterias, el cual se reporta en mm. (Vega-Vega, 2011).

Analisis Estadistico

Para estimar la capacidad antioxidante y antimicrobiana de los extractos, se
realizé un analisis de varianza (ANOV A) bajo un disefio completamente al azar (DCA)
con arreglo factorial 3x2 donde el primer factor fue el tipo de solvente (metanol, etanol,
agua) y el segundo factor fue la condicién de la hoja (fresco y seco). El modelo
estadistico incluyo el efecto fijo de los factores principales y sus interacciones. Las
diferencias entre las medias fueron estimadas mediante una prueba de comparacién
multiple de Tukey. Las significancias estadisticas fueron establecidas a un nivel de

P<0.05 en el error Tipo I Todos los datos fueron procesados en el paquete estadistico

NCSS (2007).



RESULTADOS Y DISCUSION

Caracterizacion de la Materia Prima

Las caracteristicas fisicas y fisicoquimicas evaluadas en las hojas de Agave
angustif olia Haw, se muestran en el Cuadro 1 donde se puede observar que el valor
promedio de las dimensiones largo y ancho fue 108.5 cm y 6.43 cm respectivamente.
Estos valores se encuentran dentro del rango reportado por Gentry (1982) quien
caracterizg la planta de 4 angustifolia y reporta que las dimensiones de las hojas pueden
ir desde 50-120 cm de largo y de 4-8 c¢m de ancho. Por otro lado, las plantas de Agave
angustif olia Haw., poseen entre 120-175 hojas por roseta (Rodriguez-Garay ef al, 2009)
y €l peso promedio de las hojas evaluadas en esta investigacion fue 358.9 g, lo cual nos
da una idea de la cantidad de subproductos generados durante €l procesado de cada una
de estas plantas. También se evaludé el contenido de humedad (79.18%) el cual se
encuentra cercano al encontrado en hojas de maguey morado (91.5%) (Reyes-Munguia
et al., 2009). El pH promedio que fue 5.25, el cual podria indicar la presencia de dcidos

fendlicos.

Contenido de Compuestos Fendlicos

En el Cuadro 2 se muestra el contenido promedio de compuestos fendlicos
obtenidos mediante diferentes tipos de extraccion (TEXT) y condicién de la hoja (CH).
El contenido de fenoles totales (FT) fue afectado (P<0.05) por los factores TEXT, CH y
por su interaccion tanto en la materia prima, como en el extracto sin hidrolizar y en el
hidrolizado. De manera general, se obtuvo un mayor contenido de FT en el extracto sin

hidrolizar respecto al extracto hidrolizado y la materia prima. Esto puede deberse a la



Cuadro 1. Caracteristicas fisicas y fisicoquimicas de hojas de Agave angustifolia Haw

Caracteristica Promedio + DE
Largo (cm) 108.5+11.74
Ancho (cm) 6.43 +£1.03

Peso (g) 358.9 + 80.68

Humedad(%) 7918 £2.73

pH 525+£005

n=20

28
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diferencia en los procedimientos para obtener los extractos y también a que una gran
parte de las hojas de Agave estd constituida por fibras, las cuales a su vez se componen
principalmente de celulosa, hemicelulosa y lignina (Garcia ef al., 2005) y la hidrdlisis
empleada al parecer no fue suficientemente fuerte para liberar a los polifenoles ligados,
por lo tanto la cantidad de los que se encuentran en estado libre es mayor (Oboh y

Rocha, 2007).

En general, el contenido més alto de FT en la matetia prima fue obtenido en la
extraccion acuosa de hoja seca y el valor més bajo fue obtenido en la extraccion
metandlica de hoja fresca. Con respecto al efecto de la interaccion, en la extraccion
acuosa el contenido de FT fue mayor (10.68 mg EAG/ g muestra) en la hoja seca que en
la hoja fresca (2.60 mg EAG/ g muestra). El menor contenido se obtuvo en la extraccién
etanolica respecto a las otras dos, resultando valores similares (P>0.05) para hoja fresca
y seca (1.42 y 1.76 mg EAG/g muestra respectivamente); mientras que en la extraccion
metanolica el valor fue mayor en la hoja seca con 3.89 mg EAG/g muestra, respecto a un

valor de 1.15 mg EAG/g muestra en la hoja fresca.

En cuanto al contenido de FT en los extractos sin hidrolizar, los valores mas altos
fiueron obtenidos mediante la extraccidn acuosa y se obtuvo un mayor contenido en la
hoja seca respecto a la hoja fresca (42.84 vs 36.92 mg EAG/ g muestra). En la extraccion
etanflica, FT fueron mayores en la hoja seca que en la hoja fresca (P<0.05). Sin
embargo en la extraccién metandlica los valores no sufrieron cambios por la condicidn

de la hoja (P>0.05).

Respecto al contenido de FT en los extractos hidrolizados, aquellos obtenidos por
extraccién acuosa fueron mas altos que los obtenidos en la extraccidon etandlica y
metandlica, sin embargo no cambiaron por la condicion de la hoj (P>0.05). En la
extraccion etandlica se observé un mayor contenido de FT (P<0.05) en la hoja seca
(33.34 mg EAG/g muestra) respecto a la hoja fresca (24.31 mg EAG/g muestra). Por

otro lado, en la extraccién metandlica los valores de FT fueron mayores en la hoja seca

que en la hoja fresca.
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De manera general, se puede observar que el mayor contenido de FT en todas las
etapas de extraccion (materia prima, sin hidrolizar e hidrolizado) se obtuvo en las
extracciones acuosas, lo cual se debe principalmente a la diferente solubilidad que
presentan los compuestos fenolicos en cada solvente ya que algunos de ellos son de
naturaleza lipofilica y otros de naturaleza hidrofilica (Alothman e al., 2009); por lo
tanto, la polaridad del solvente juega un papel muy importante en la solubilidad de los
mismos. Generalmente, los solventes menos polares se utilizan para realizar

extracciones de compuestos fendlicos lipofilicos (Naczk y Shahidi, 2006).

Los resultados obtenidos en esta investigacion concuerdan con los reportados por
Sousa ef al., (2008) quienes realizaron extracciones con dos tipos de solventes (Agua y
metanol) en alcaparras y observaron que el extracto acuoso presentd el mayor contenido
de compuestos fendlicos que el metandlico (15.48 y 4.86 mg EAG/g extracto,
respectivamente). En otro estudio realizado en plantas aromdticas se encontré que la
cantidad de compuestos fendlicos extraibles fue menor conforme decrece la polaridad
del solvente utilizado y se encontrd un mayor contenido en los extractos acuosos que en
los metanélicos (Proestos y Komaitis, 2006). Sin embargo, existen otras investigaciones
donde el mayor contenido de FT se obtuvo cuando la extraccion se realizé con metanol,
comparada con Ia realizada con etanol y agua. Por lo tanto, se puede decir que no existe
una regla en cuanto a la cantidad de compuestos que se pueden extraer mediante los
diferentes solventes, sino que mds bien depende de la naturaleza del material vegetal

(Rababah ef al., 2010; Trabelsi et al., 2010).

En los extractos obtenidos de hojas secas se obtuvo un mayor contenido de FT
que en los de hojas frescas. Resultados similares a los hallados en esta investigacion
fueron reportados en hojas de maguey morado ya que se reporta un mayor contenido de
FT en las hojas secas que en las frescas, lo cual se debe a que en las hojas secas existe
una mayor concentracion de este tipo de compuestos (Reyes-Munguia et al., 2009). Por
otro lado, evaluar las hojas en estas dos condiciones nos permite comparar entre

extractos obtenidos de tejidos secos (hierbas, especias) y los obtenidos de tejidos frescos
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(frutas, verduras). En lo que a esto respecta, se realizd un estudio donde se evaluaron
diferentes hierbas de la familia Lamiaceae tanto en estado fresco como en estado seco y
se reporta que los extractos obtenidos de aquellas que se encontraban en estado seco
presentaron un mayor contenido de compuestos fendlicos que las frescas (25.8 y 14.06
mg EAG/g materia fresca) (Capecka ef al., 2005). También existen diversos estudios
donde se demuestra que el contenido de FI' es mayor en algunas especias que en

diversos tipos de frutas (Alothman et al., 2009; Shan, et al., 2005).

Cabe mencionar que existe poca informacién sobre extractos obtenidos de
plantas del genero 4Agave. En un estudio realizado por Reyes-Munguia ef al. (2009), se
evalud el contenido de compuestos fendlicos en extractos obtenidos de maguey morado
(el cual no es un agave, pertenece a la familia Commelinaceae), y encontraron valores de
2.1 y 3.0 mg EAG/mL de infusién para hoja fresca y seca respectivamente, concluyendo
que las mejores propiedades antioxidantes se obtuvieron cuando las hojas se
deshidrataron a 55° C. En otro estudio realizado en USA donde se evalu6 la capacidad
antioxidante en diversos alimentos, se reporta que el contenido de FI en agave varia

desde 0.87-13.59 mg EAG/g (Wu et al., 2004).

El contenido de flavonoides en los extractos sin hidrolizar fue afectado también
por los factores principales y su interaccién (Cuadro 2). En la extraccién acuosa de hoja
seca se obtuvo un mayor contenido de flavonoides (P<0.05) respecto a la de hoja fresca
(646 vs 4.43 mg ECAT/ g muestra). Asi mismo, tanto en la extraccion etandlica como
metandlica se obtuvieron valores mds elevados en la hoja seca que en la hoja fresca.
Debido a que los flavonoides se encuentran dentro de la familia de compuestos
fenodlicos, estos presentaron efecto similar que el encontrado para FT. En un estudio
realizado con diversas frutas tropicales donde se realizaron extracciones con diferentes
solventes (agua, metanol 90% y etanol 90%) se encontré €l mismo comportamiento que
en esta investigaciéon y se reporté que en el extracto acuoso tanto para pifia y banana
(3.34 y 13.7 mg ECAT/100 g muestra) se obtuvo la mayor concentracion de flavonoides
que en el metandlico y etandlico. Sin embargo, en guayaba el extracto etanolico presento

el mayor contenido (39.5 mg ECAT/100 g muestra) que los otros dos (Alothman er al,
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2009). En otro estudio realizado en hojas de Limoniastrum monopetalum se encontrd
que el extracto etandlico 80% presenté un contenido de flavonoides mas elevado (4.78
mg ECAT/g extracto) que el acuoso y el metandlico 80% (1.07 y 3.35 mg ECAT/g
extracto, respectivamente), concluyendo ademds que la adicion de agua al solvente

contribuye con la extraccién de flavonoides (Trabelsi et al., 2010).

Capacidad Antioxidante

La capacidad antioxidante de los extractos de hojas de agave fue medida en los
extractos sin hidrolizar a través de la inhibicién del radical estable DPPH® y del radical
cation ABTS*t (TEAC), y los resultados se muestran en el Cuadro 2. En la inhibicién
del radical DPPH* se encontré efecto significativo del tipo de extraccion y de la
interaccién tipo de extraccién x condicién de la hoja. La mayor actividad antirradicalaria
(DPPH*) fue encontrada en la extraccion acuosa con valores casi tres veces superiores
(70 mg ET/ g de extracto) a los obtenidos en la extraccion etandlica y metandlica (26 mg
ET/g de extracto). Solo se observo diferencia de la condicién de la hoja en la extraccién
acuosa siendo mayor en la hoja seca que en la hoja fresca. Con respecto a la capacidad
antioxidante contra el radical cation ABTS*t, se encontré efecto de los factores
principales y su interaccion (P<0.05), observandose comportamiento similar que para
DPPH* con valores por arriba de 210 pmol ET/ g de extracto en la extraccién acuosa y

de 206 pumol ET/ g de extracto en la extraccion etandlica y metandlica.

Diversos investigadores han reportado una fuerte correlacién positiva entre el
contenido de compuestos fendlicos y la capacidad antioxidante de los extractos
(Andarwulan et al., 2010; Turkmen ef al, 2006). Es por eso que los extractos que
presentaron el contenido més elevado de FT y flavonoides, también presentaron la

mayor capacidad antioxidante. En los extractos obtenidos usando el disolvente de mayor

polaridad (acuosos) se encontré mayor eficacia para inhibir los radicales DPPH® y
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ABTS** que en los de menor polaridad (metandlicos y etanélicos), lo cual indica que en
los extractos de hoja de A angustifolic Haw se encuentran en mayor proporcion

compuestos bioactivos de naturaleza hidrofilica.

En investigaciones recientes, se han reportado resultados similares a los
encontrados en esta investigacion ya que han obtenido mayor capacidad antioxidante en
extractos acuosos que en los metanolicos y etandlicos (Sousa et al., 2008; Zhang et al.,
2011). Sin embargo, los compuestos obtenidos de diferentes variedades de zarzamora
presentaron mayor afinidad hacia el metanol ya que mostraron mayor capacidad
antioxidante (DPPH=31.53-44.33 mg ET/g peso fresco; ABTS=108.43-146.89 pmol
ET/g peso fresco) que los obtenidos con agua (DPPH=22.76-30.88 mg ET/g peso fresco;
ABTS=74.92-93.13 umol ET/g peso fresco) (Sariburun et al, 2010).

Actividad Antifingica y Antibacteriana

En el Cuadro 3 se muestran los porcentajes de inhibicién obtenidos contra
Alternaria alternata y las zonas de inhibicién (mm) contra los patégenos estudiados.
Para los extractos utilizados a una concentracion de 25 mg/mL sdlo se encontrd efecto
de la condicién de la hoja P<0.05 observandose un porcentaje de inhibicién de 82.4%
del extracto de la hoja seca el cual fue diferente de 32.6% obtenido para €l extracto

proveniente de la hoja fresca.

Para los extractos probados a una concentracion de 12.5 mg/mL se observé efecto
significativo del método de extraccion y de la condicién de la hoja. Respecto al método
de extraccién se observd un mayor porcentaje de inhibicién en la extraccion etandlica
(44.6%) el cual fue diferente al obtenido en la extraccion acuosa y metandlica (37.8 y
35.6% respectivamente). Asi mismo los extractos de la hoja seca tuvieron un mayor

porcentaje de inhibicién que la hoja fresca. Para la concentracion menor del extracto
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también se observd efecto del extracto y de la condicién de la hoja siendo mayores los

valores en la extraccion etanodlica y los obtenidos en la hoja seca.

En un estudio reciente, Feng ef al., (2011) reportaron que en aceite esencial de
tomillo, el porcentaje de inhibiciéon contra Alternaria alternata aumentd de manera
directa con la concentracion del aceite y en la concentracion maxima (500 pL/L) se
encontraron porcentajes de inhibicion cercanos al 62%. Estos valores se encuentran por
debajo de los obtenidos en esta investigacion a una concentracion de 25 mg/ml para
hojas secas, esto puede deberse a la diferencia en la concentracion en que se aplicaron.
También Vega-Vega, (2011) reporta porcentajes de inhibicion de 3 y 27% contra este
hongo en infusiones de semilla y céscara de mango a una concentracién de 6.25 mg/mL,

los cuales fueron mas bajos que los encontrados en el extracto etandlico.

Se han reportado diversos sitios de accion de los compuestos antifiingicos, entre
los que se incluyen la membrana celular, pared celular, el sistema genético, enzimas
metabdlicas, etc, los cuales son esenciales para la supervivencia de estos
microorganismos y cualquier alteracion de los mismos puede inactivar a la célula
microbiana. Su mecanismo de accion depende de las concentraciones utilizadas en los
alimentos, causando la inhibicion o inactivacion de los hongos {Conner, 1993; Delaquis

et al., 2002).

Para el caso de la actividad antibacteriana de los extractos, no se observd una
dependencia de la sensibilidad de las bacterias hacia los compuestos bioactivos
obtenidos mediante los diferentes tipos de extraccion y la condicién de la hoja. En
general, no se encontrd diferencia en la sensibilidad de las bacterias gram-negativas y
gram-positivas y todos los patdgenos mostraron zonas de inhibicion de alrededor de 8
mm. Se ha reportado que las bacterias gram-negativas son mas resistentes a los
compuestos fendlicos que las gram-positivas, lo que tal vez s debe a las diferentes

composiciones de la pared celular (Negi ef al., 2003).
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Almajano ef at, (2008) reportaron didmetros de inhibicion de extractos de
diferentes tipos de t¢ (verde y blanco) aplicados a una concentracion de 15 mg/mL
contra E coli que van desde 6.2-6.4 mm, asi mismo; Lee et al, 2012 reportaron
didmetros de inhibicién contra S. choleraesuis de 9.7 para extractos de aceite esencial de
Zanthoxylum piperitum. En extractos de diferentes fracciones de aguacate variedad Hass
se han encontrado didmetros de inhibicién contra S aureus que van desde 5.80-8.33 mm
y contra L monocytogenes valores desde 5.07-9.27 mm (Rodriguez-Carpena et al,
2011). Todos estos resultados obtenidos se encuentran cercanos a los obtenidos en esta
investigacion, por lo tanto pudiera hipotetizarse que los extractos de hojas de A4

angustifolia podrian servir como agentes antimicrobianos.

El mecanismo antimicrobiano de los compuestos fendlicos, atn no ha sido bien
elucidado. Sin embargo, se ha sugerido que estos compuestos pueden causar cambios en
la membrana a través de la interaccion con los grupos carboxilicos de los aminodcidos
hidrofilicos de las proteinas de la membrana celular, alterando de esta manera su
permeabilidad. Lo anterior trae consigo una alteracion del pH y potencial eléctrico,
causando la salida de protones al exterior de la célula, por lo tanto, s produce una
coagulacion del citoplasma acompafiado de la pérdida normal del metabolismo celular y

por ende la muerte de ésta (Raybaudi-Massilia ef al., 2009)



CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

El extracto acuoso de hoja seca presentd la mayor capacidad antioxidante y el mayor

contenido de compuestos fenolicos.

La condicion de la hoja fue determinante para obtener mejor actividad antifingica de los

extractos, siendo mayor en los extractos de hoja seca.

Todos los extractos tuvieron una capacidad antimicrobiana similar para inhibir el

crecimiento de los patégenos probados.

Los resultados evidencian que hay wuna importante actividad antioxidante vy

antimicrobiana de los extractos de Agave angustifolia Haw.

Resulta de interés realizar futuras investigaciones, utilizando dichos extractos aplicados

en diferentes alimentos susceptibles al deterioro oxidativo y antimicrobiano, con el fin

de validar su potencial actividad bioactiva.
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