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RESUMEN

Resumen

Las semillas de tuna han sido poco estudiadas, al igual que el aceite que se obtiene
de estas y las propiedades benéficas que poseen. Existen tecnologias diferentes a
las tradicionales, como el ultrasonido, para la extraccion de aceites, que mejoran su
rendimiento y las propiedades bioactivas que estos presentan. Sin embargo, no hay
evidencia cientifica que indique las propiedades antioxidantes y antimicrobianas del
aceite de semillas de tuna, por lo que el objetivo del presente estudio fue evaluar el
efecto del termoultrasonido sobre la extraccion de aceite de semilla de tuna y su
actividad antioxidante y antimicrobiana. La extraccién del aceite se realizd por los
métodos de Soxhlet, maceracion y termoultrasonido. Se compard rendimiento de
extraccion, actividad antioxidante por ABTS y DPPH, y actividad antimicrobiana
contra Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa de los
aceites obtenidos por los tres métodos, y se evaluo el efecto de termoultrasonicacion
sobre la semilla por MEB. Se obtuvo que el aceite termoultrasonicado presentd un
rendimiento similar al de maceracion y menor al de Soxhlet, pero recuperado en un
menor tiempo. En términos de actividad antioxidante por ABTS, el aceite por Soxhlet
presentd un valor mayor que los recuperados por termoultrasonido y maceracion. Por
DPPH, el aceite extraido por termoultrasonido mostr6 mayor actividad antioxidante
que el obtenido por maceracion. El aceite present6 actividad antimicrobiana contra
Staphylococcus aureus y Escherichia coli, sin obtener diferencias significativas entre
los métodos de extraccion. La MEB exhibio los cambios causados en las estructuras
de la semilla por la sonicacion, y se observé que después del tratamiento con
termoultrasonido no habian estructuras integras de la semilla, por lo que este método
pudo mejorar la extraccidon del aceite. La termoultrasonicacion es un método eficiente
para extraer aceite en menor tiempo permitiéndole conservar sus propiedades

bioactivas, facilitando su utilizacion como aditivo alimenticio.

Palabras clave: Aceite, antimicrobiano, antioxidante, extraccion, semillas de tuna,

termoultrasonido.
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ABSTRACT

Abstract

Cactus pear seeds have been little studied, like the oil obtained from these and the
beneficial properties that it has. There are different technologies to the traditional,
such as ultrasound, to extract oils, which enhance its yield and bioactive properties
that these present. However, there is no scientific evidence to indicate the antioxidant
and antimicrobial properties of cactus pear seed oil, so the objective of this study was
to evaluate the effect of thermoultrasound on cactus pear seed oil extraction and it
antioxidant and antimicrobial activity. Oil extraction was performed by Soxhlet,
maceration and thermoultrasound methods. Extraction yield, antioxidant activity by
ABTS and DPPH and antimicrobial activity against Staphylococcus aureus,
Escherichia coli and Pseudomonas aeruginosa of oils recovered by three methods
were compared, and the effect of thermoultrasonication on seed was evaluated by
SEM. Oil obtained by thermoultrasound showed similar yield by maceration extraction
and less than Soxhlet extraction, but recovered in less time. In terms of antioxidant
activity by ABTS, oil acquired by Soxhlet showed a higher value than it recovered by
thermoultrasound and maceration extractions. For DPPH, oil extracted by
thermoultrasound showed higher antioxidant activity than maceration extraction. Oll
presented antimicrobial activity against Staphylococcus aureus and Escherichia coli,
without obtaining significant differences between extraction methods. SEM exhibited
changes caused on seed structures by sonication, and it was observed that after
treatment with thermoultrasound had no integrity structures of seed, so this method
could enhance oil extraction. Thermoultrasound is an efficient method to extract oil in
less time allowing it retains its bioactive properties facilitating its use as food additive.

Keywords: oil, antimicrobial, antioxidant, extraction, cactus pear seed,

thermoultrasound.
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MARCO TEORICO

.  Marco tebrico

1.1. Opuntiaficus indica

Opuntia ficus indica es una planta arbustiva conocida como nopal, pertenece al
género Opuntia de la familia Cactaceae (DGAPEAS, 2011). Es una especie nativa
del continente americano (Medina — Torres y col., 2008), su registro data desde los
viajes de los espafioles al nuevo continente, quienes llevaron esta planta a Espafia
como muestra de su hallazgo (Kiesling, 2013). Evidencia arqueolégica revela que las
civilizaciones mesoamericanas, azteca y maya, ya cultivaban esta planta como
fuente de alimento (Griffith, 2004; Saenz, 2013a), en la Figura 1 se observa la

representacion prehispanica de esta planta.

Figura 1. Representacion mesoamericana
de Opuntia ficus indica (Griffith, 2004).

Se cree que derivd de Opuntia amyclae u Opuntia megacantha, distribuidas en la
regiobn centro — norte de México (Reyes — Aguero y col., 2005). Los géneros y
especies descritas hasta la fecha van de 125 — 250 y de 1,500 - 2,000,
respectivamente (FIA, 2011; Kaur y col., 2012). En México se reconocen cerca de
104 especies, siendo endémicas alrededor de 60 (Prieto — Garcia y col., 2006;
DGAPEAS, 2011). Como otras plantas del género Opuntia, Opuntia ficus indica se
caracteriza por los segmentos o cladodios en los que se divide, que son tallos
capaces de ramificarse, emitiendo flores y frutos (Reyes — Agtero y col., 2005;
DGAPEAS, 2011).

MWaréa de loo Augeles Ortega Ortega 1



MARCO TEORICO

1.2. Tuna

La tuna es el fruto que crece del nopal, cuya forma, tamafio y color son muy variables
(FIA, 2011). ElI nombre nahuatl precolombino fue Tencchtli (Tenochtli) que significa
“Nopal divino” (Reyes — Aglero y col., 2005), pero también es conocido como higo de
los moros en Portugal, cactus de las misiones en Estados Unidos, sabra en Israel y
palma forrageira en Brasil (Pereira y col., 2014), a pesar de ello México registra la
mayoria de los nombres comunes, relacionados con las caracteristicas del fruto; el

nombre de “tuna” es el mas comun en el mundo (Reyes — Aguero y col., 2005).

México tiene la mayor diversidad y abundancia de especies y cultivares de tuna a
nivel mundial (Bensadon y col., 2010), entre las variedades mas comunes estan
Reyna, Rojo Pelén, Esmeralda (FIA, 2011), Naranjona, Cardona, Camuesa, Roja
Lisa, Liria (Yahia y Mondragon — Jacobo, 2011) y Alfajayucan (Bensadon y col.,
2010).

1.2.1. Descripcién morfologica de la tuna

La tuna es una baya de forma oval, eliptica o cilindrica, aunque algunas veces
esférica, que tiene un tamafo promedio de 7 — 9 cm de largo, 5 — 8 cm de ancho y
con un peso aproximado de 86 — 200 g (Figura 2a; SAGARPA, 2005; Labuschagne y
Hugo, 2010).

Como otras frutas, la tuna estd integrada por tres estructuras principales que
determinan su calidad, la pulpa, una gran cantidad de semillas inmersas en ésta y

una capa externa que la recubre llamada céscara.

La cascara es una corteza de mayor dureza que protege al fruto (Figura 2b; Cerezal
y Duarte, 2005). Su grosor varia de entre 2 — 4 mm, contiene alrededor de 51 — 69
aréolas (Reyes — Aglero y col., 2005; FIA, 2011) y abarca aproximadamente del 33
al 55 % del peso total del fruto (Aguirre y col., 2013), también es conocida como

pericarpio y entre menor peso tenga, mayor sera la calidad de la tuna (Cerezal y

MWaréa de loo Augeles Ortega Ortega 2



MARCO TEORICO

Duarte, 2005; FIA, 2011). Existe una capa mas externa y delgada que cubre a la
cascara denominada piel (Cerezal y Duarte, 2005), en la cual se encuentran las
espinas que pudieran presentarse en el fruto. La cascara frecuentemente se
presenta en una gama de colores que van del amarillo hasta el rojo purpura (Reyes —

Aguero y col., 2005).

Figura 2. Fruto de Opuntia ficus indica; a: Tuna y sus

principales estructuras b: Cascara; c: Pulpa; d: Semillas.

La pulpa es la parte carnosa de la tuna (Figura 2c; Cerezal y Duarte, 2005) que
abarca del 60 al 70 % del peso total de la fruta (Labuschagne y Hugo, 2010).
Compuesta mayoritariamente de agua (alrededor de un 83 %) y tiene insertas a las
semillas. La pulpa presenta el mismo color que la cascara, pero a diferencia de ésta,
su color es brillante (Cerezal y Duarte, 2005), cambiando de tonalidades
dependiendo del cultivo, debido a la presencia de pigmentos solubles en el agua, tal
como betacianinas (morado — rojo) y betaxantinas (amarillo — naranja) (Gurrieri y col.,
2000); y su sabor es ligeramente dulce a muy dulce (Reyes — Aglero y col., 2005;
FIA, 2011).

Por dltimo estan las semillas, las cuales se encuentran inmersas en la pulpa y
pueden encontrase de entre 100 a mas de 400 por cada tuna (Figura 2d; Cerezal y
Duarte, 2005).

Waria de loe Aungeles Orntega Ontega 3



MARCO TEORICO

1.2.2. Distribucion y condiciones climéticas

La tuna es nativa de las regiones &ridas y semiaridas del continente americano,
distribuida desde el norte de Canadéa hasta el sur de Chile (Méndez y Garcia, 2006).
Ha sido introducida y adaptada en otros lugares de clima seco y célido, como Africa,
algunas partes de Asia (Yahia y Mondragon — Jacobo, 2011), Australia (Sumaya —
Martinez y col., 2011) y a través del Mediterraneo (Figura 3; Al — Juhaimi y Ozcan,
2013; Pereira y col., 2014), incluyendo microhabitats que son secos periddicamente,

como playas, sitios rocosos y lugares tropicales de estos paises (Lozano, 2011).

Regiones donde
selocalizala tuna
en elmundo

Figura 3. Distribucion de la tuna en el mundo.

Este fruto se ha adaptado bien a condiciones climaticas restringidas en cuanto a
recursos hidricos, incluso en lugares con lluvias erraticas (Bensadén y col., 2010), es
resistente a altas (60 °C) y bajas temperaturas (- 40 °C) dependiendo de la edad de
la planta (Lozano, 2011); y otros aspectos medioambientales (Cerezal y Duarte,
2005; Jiménez — Aguilar y col., 2014).

Actualmente la tuna se encuentra en casi todos los continentes, en forma silvestre o
de manera cultivada (Kgatla y col., 2010; Yahia y Mondragon — Jacobo, 2011), e
incluso algunas de las especies han sido naturalizadas en ciertos paises (FIA, 2011),
debido a las modificaciones realizadas por el hombre para su produccion y

comercializacion (Reyes — Agiero y col., 2005).
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MARCO TEORICO

1.2.3. Produccidon y comercializacion

La produccion de la tuna es la principal finalidad del cultivo de las Opuntias en la
mayoria de los paises, siendo México e Italia quienes lideran a cerca de 30 paises a
nivel mundial (Lozano, 2011; Jiménez — Aguilar y col., 2014), entre los cuales
destacan Chile, Argentina, Bolivia, Pertd, Colombia, Estados Unidos, Sudéafrica,
Marruecos, Argelia, Libia, Tanez, Egipto, Jordania, Paquistan, Israel, Grecia, Espafia
y Portugal. No obstante México, Italia, Sudafrica, Chile, Israel y Estados Unidos
acuden al mercado internacional (DGAPEAS, 2011; FIA, 2011).

México es el principal productor de tuna, y cuenta con mas del 45 % (308,000
toneladas aproximadamente) de la produccién a escala mundial (Jolalpa y col.,
2011), siendo solo el 1.5 % de esta produccién exportada (Sumaya — Martinez y col.,
2011). Ocupa una superficie aproximada de 65,000 hectareas para la produccion,
concentrandose en tres regiones: region sur: Puebla y Oaxaca; region centro: Estado
de México e Hidalgo; y regién centro — norte: Guanajuato, Jalisco, Aguascalientes,
San Luis Potosi y Zacatecas (Figura 4), siendo Hidalgo el estado que produce un 8.1

% de la produccion nacional (Jolalpa y col., 2011).

Regién centro — norte

- Regidn centro
- Region sur

Figura 4. Estados de la Republica Mexicana productores de tuna.

Las principales dos regiones productoras de tuna en Hidalgo son: El Valle del
Mezquital (Actopan, El Arenal, Ajacuba, Ixmiquilpan, Huichapan y Francisco I.

Madero) y el Altiplano hidalguense (Zempoala, Epazoyucan, Villa de Tezontepec,
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MARCO TEORICO

San Agustin Tlaxiaca, Singuilucan, Apan y Tlanalapa), donde es producida para

consumo como fruto fresco (Figura 5; Jolalpa y col., 2011).
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Figura 5. Municipios del Estado de Hidalgo productores de tuna.

1.2.4. Usos

La tuna ha sido ampliamente utilizada en México y en otros paises, principalmente
como alimento humano (Saenz, 2000; Chougui y col., 2013), forraje o alimento para
la crianza de animales y como materia prima para la realizacion de productos de

interés de la industria alimentaria (Prieto y col., 2008).

Este fruto es consumido principalmente como fruto fresco (Medina — Torres y col.,
2008; Bensadoén y col., 2010; Ochoa y Guerrero, 2012), siendo mas alto su consumo
en época de verano, incluso mas que otros frutos, como la naranja y el platano
(Yahia y Mondragon — Jacobo, 2011). También ha sido utilizado en un amplio rango
de productos hechos en casa, pequefias empresas o a nivel industrial (Kabas y col.,
2006), como jugos, néctares, helados, mermeladas, jarabes, jaleas, fruta seca,
laminillas de pulpa, dulces cristalizados, queso, bebidas alcohdlicas y vinos (Gurrieri
y col., 2000; Saenz, 2000; Lozano, 2011; Saenz, 2013c).

En la medicina tradicional e industria farmacéutica la tuna también ha sido utilizada,
debido a la composicion fisicoquimica que presentan algunos de sus componentes
(Kabas y col., 2006).

MWaréa de loo Augeles Ortega Ortega 6



MARCO TEORICO

1.2.5. Composicion de latuna

La composicion fisicoquimica de la tuna (Tabla 1) varia dependiendo de una gran
diversidad de factores, incluyendo el estado de madurez de la fruta, e incluso los
cultivares (Saenz, 2013b). Se sabe que contiene un amplio parametro de sustancias,
las cuales se ha sugerido que son importantes para la salud humana (Gurrieri y col.,
2000; Yahia y Mondragon — Jacobo, 2011).

Tabla 1. Composicion fisicoquimica de la tuna verde.

Parametro Cantidad
Soélidos solubles (°Brix) 12-17*
pH 53-7.11
Acidez titulable (% acido citrico) 0.01 -0.18¢
Viscosidad (mPa s) 73.9%
Humedad (%) 83.8*
Componente g/100 g
Proteina 0.82°
Lipidos 1.143
Fibra 0.23*
Cenizas 0.44%
Azucares totales 14.06*
Vitamina C (mg/100g) 20.334
Pectina 0.22?
B — caroteno (mg/100g) 0.53*
Mineral mg/100 g
Calcio 12.8%
Magnesio 16.14
Hierro 0.4%
Sodio 0.64
Potasio 2174
Fésforo 32.8*
1Saenz, 2000; 2Cerezal y Duarte, 2005; 3Bensadon y col., 2010; *Séaenz,

2013b.

El agua es el principal componente de la tuna, debido a que es valiosa en las
regiones aridas y semiaridas, es protegida por la piel, ya que es gruesa y contiene
mucilago, éste se une con el agua y ayuda a prevenir la deshidratacién de la fruta
(Sdenz, 2013b). Es rica en carbohidratos digeribles, principalmente glucosa y
fructosa, fibra dietética y minerales, y es baja en proteinas y grasa (Bensadon y col.,
2010).
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Las variaciones en la composiciéon de la tuna podrian ser atribuidas a la localizacién
de las plantas, la agronomia del cultivo, la aplicacion de fertilizantes, el uso de
irrigacion, el clima y las diferencias genéticas entre las variedades. Las variaciones
en el contenido de algunos minerales pueden ser debidas a los diferentes paises
(Saenz, 2013b), es decir, depende de los minerales encontrados en el suelo (Lozano,
2011).

Entre los compuestos funcionales, los cuales tienen efectos benéficos para la salud,
encontrados en la tuna, destacan la fibra, hidrocoloides (mucilagos), pigmentos
(betalainas y carotenoides), minerales (calcio y potasio), algunas vitaminas como la
vitamina C y los compuestos fendlicos (FIA, 2011; Ochoa y Guerrero, 2012), que le
confieren caracteristicas de un alimento funcional, por lo que a la presencia de estos
compuestos, se le atribuye los efectos funcionales que posee el fruto, y razon por la

cual la tuna ha sido ampliamente utilizada en la medicina tradicional.

1.2.6. Efectos funcionales de la tuna

En México, la tuna también es utilizada en la medicina tradicional contribuyendo
favorablemente a la salud humana (Gurrieri y col., 2000; Cai y col., 2008; Yahia y
Mondragon — Jacobo, 2011), se usa como agente terapéutico por las propiedades
bioactivas que se han descrito en varios estudios realizados (Ramadan y Morsel,
2003; Guevara, 2009; Liu y col., 2009; Jun y col., 2013; Rabhi y col., 2013).

Se ha demostrado que extractos de tuna presentan actividad antioxidante (Guevara,
2009; Kaur y col., 2012; Bhatt y Nagar, 2013), debido a su alto contenido de acido
ascoérbico, compuestos fendlicos, flavonoides, pigmentos betalainicos, entre otros
(Sumaya — Martinez y col., 2011; Ochoa y Guerrero, 2012 Jun y col., 2013; Zafra —
Rojas y col., 2013); los cuales son capaces de inhibir la produccion de especies
reactivas de oxigeno, quienes actian rompiendo las membranas de las células

(Guevara, 2009; Kaur y col.,, 2012). En estudios realizados en humanos se ha
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demostrado que el consumo de tuna decrece el dafio oxidativo, de lipidos
principalmente (Ramadan y Mérsel, 2003; Rabhi y col., 2013).

Los extractos de tuna habian sido utilizados en la medicina tradicional mexicana,
principalmente en la cicatrizacion de heridas y para disminuir algunos dolores
(Gurrieri y col., 2000; Cai y col., 2008; Guevara, 2009), ya que se conoce que estos
extractos tienen un efecto analgésico y antiinflamatorio, debido a que contienen &cido
acetil salicilico, el cual tiene la capacidad de causar dichos efectos (Guevara, 2009;
Kaury col., 2012).

Los usos terapéuticos han sido modificados al paso del tiempo, debido a nuevas
investigaciones realizadas, actualmente se sabe que los compuestos extraidos de la
tuna tienen actividad contra la aparicion de Ulceras, control de la gastritis, efecto
hipoglucemiante, hipolipidico e hipocolesterolémico, asi como también efecto
diurético y antiarico, contra dafio hepatico y actividad inmunomoduladora (Gurrieri y
col., 2000; Ramadan y Mérsel, 2003; Guevara, 2009; Kaur y col., 2012). Una parte de

estos compuestos son obtenidos de las semillas de la tuna (Ennouri y col., 2006).

1.3. Semillas de tuna

Ademéas de que se han realizado varios estudios de investigacion sobre la
composicién quimica de la pulpa y la cascara de la tuna, también se han realizado

investigaciones acerca de las semillas de este fruto, en menor grado.

Las semillas constituyen alrededor del 3 al 15 % de la pulpa de la tuna, dependiendo
principalmente del lugar en el que son cultivadas (Ramadan y Morsel, 2003;
SAGARPA, 2005; Labuschagne y Hugo, 2010; Chougui y col., 2013; Zine y col.,
2013); y son usualmente descartadas como desecho después de extraer la pulpa
(Bhatt y Nagar, 2013).

Existe una estrecha relacion entre el nimero de semillas y el peso del fruto,

indicando que a mayor tamafio del fruto hay un mayor nimero de semillas (FIA,
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2011), asi como la relacion peso del fruto y peso de la pulpa, esto es debido a que
las semillas originan la pulpa (SAGARPA, 2005). Hay cerca de 3.5 g de semillas en
100 g de pulpa de tuna, dependiendo de las condiciones bajo las cuales son

cultivadas (Cerezal y Duarte, 2005).

1.3.1. Descripcién morfologica de las semillas de tuna

Las semillas de la tuna presentan una forma que va de lenticuladas a elipsoide,
generalmente son pequefas de aproximadamente 3 — 4.5 mm de longitud, 3.2 — 3.8
mm de ancho, de 1.2 — 1.6 mm de grosor y 96 — 253 kg de dureza (Figura 6; Reyes —
Aguero, 2005).

El nimero de semillas depende del numero inicial de 6vulos, la eficiencia de
polinizacién y de los cultivos (SAGARPA, 2005). Las semillas de una tuna pueden
ser abortivas y normales (Figura 6; Cerezal y Duarte, 2005; SAGARPA, 2005; FIA,
2011).

Figura 6. Semillas de la tuna de Opuntia ficus indica. a:

semillas abortivas; b: semillas normales.

Las semillas abortivas, en un fruto maduro, son pequefias, de color pardo claro,
originadas de la falta temprana de desarrollo embrionario, constituyen del 35 — 40 %
del total de las semillas y se caracterizan por que su envoltura folicular es capaz de
desarrollar pulpa (Cerezal y Duarte, 2005; SAGARPA, 2005; FIA, 2011), en
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comparacién con las semillas normales que son de mayor tamafio y de color oscuro
(FIA, 2011). La relacion entre semillas abortivas y normales es uno de los parametros
mas importantes para definir la calidad del fruto (SAGARPA, 2005).

En la micrografia de seccion transversal (Figura 7), se muestra que las semillas de
tuna consisten en dos diferentes tejidos principalmente, el endospermo y el
pericarpio. El pericarpio corresponde de 90 — 95 % del total de la semilla (Habibi y
col., 2008).

Figura 7. Semilla de tuna de Opuntia ficus
indica, E: endospermo, P: pericarpio (Habibi
y col., 2008).

Estudios realizados indican que las semillas de tuna de Opuntia ficus indica tienen un
peso bajo en comparacién con otras especies de Opuntia (O. heliabravoana y O.
xoconostle), ya que las semillas de tuna de Opuntia ficus indica presentan valores
bajos de densidad peso hectolitro y densidad peso mil granos, indicando que es
blanda, porosa y mas voluminosa (Prieto — Garcia y col., 2006), tal como se muestra
en la Tabla 2.

Tabla 2. Parametros fisicos de las semillas de tuna.

Pardmetro Cantidad
Peso de 100 semillas (g) 1.38
Densidad peso hectolitro (kg-hL™?) 55.97
Densidad peso mil granos (g-1000 granos ) 13.43
Densidad por indice de flotacion (%) 23.21
Dureza por abrasion (%) 7.59
Volumen del grano (mm?) 28.70

Ennouri y col., 2005 y Prieto — Garcia y col., 2006.
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1.3.2. Composicion de las semillas de tuna

La composicion de las semillas de tuna no es muy diferente a la de otras semillas de
frutos, sin embargo varia dependiendo del origen y cultivo de la tuna (Ramadan y
Morsel, 2003). Su contenido de proteinas es relativamente bajo en comparacién con
los cereales y las leguminosas (Tlili y col., 2011), no obstante son ricas en lipidos y
carbohidratos (Tabla 3).

Tabla 3. Andlisis proximal de las semillas de tuna.

Componente % materia seca
Humedad 3.55¢
Proteina 0.97%
Lipidos 17.22%
Carbohidratos 74.68t
Fibra total 2.661
Hemicelulosa (% fibra total) 9.92
Celulosa (% fibra total) 83.22
Pectina (% fibra total) 6.692
Lignina (% fibra total) 0.192
Azucares reductores 4.16!
Sacarosa 0.85!
Almidones 69.671
Cenizas 1.01!

1Prieto — Garcia y col., 2006; 2Jiménez — Aguilar y col., 2014.

La semilla es la parte de la tuna que tiene la menor cantidad de fibra, sin embargo
estd compuesta en su mayoria por celulosa (Jiménez — Aguilar y col., 2014). Los
principales carbohidratos encontrados en la semilla son los almidones. Es posible
que por sus altos contenidos de carbohidratos y lipidos pudieran servir para la
elaboracion de algun complemento alimenticio, en caso de que los lipidos no sean

perjudiciales para la salud humana (Prieto — Garcia y col., 2006).

En cuanto al contenido de cenizas, este depende de los niveles de metales que
pueden contener (Prieto — Garcia y col., 2006). En la Tabla 4 se describe la
composicion mineral de las semillas de tuna. Las semillas de tuna poseen una
cantidad abundante de minerales, principalmente magnesio y fosforo, sin embargo el

hierro, calcio y potasio se encuentran en cantidades importantes. No obstante, el
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contenido mineral de las semillas depende de la composicion de la tierra en la que la
tuna es cultivada (Prieto — Garcia y col., 2006; Al — Juhaimi y Ozcan, 2013; El —
Mostafa y col., 2014).

Tabla 4. Composicion mineral de las semillas de tuna.

Mineral mg/100 g
Aluminio 0.24841
Cadmio < 0.00026*
Calcio 73.641
Cromo 0.8012*
Plomo 2.13461
Magnesio 143.12%
Potasio 23.97*
Sodio 0.361
Zinc < 0.000141
Arsénico < 0.00039*
Mercurio < 0.000241
Fosforo 1102
Hierro 12.123
Cobre < 0.832
Manganeso < 0.832
Molibdeno <0.33?

Prieto — Garcia y col., 2006; 2Jiménez — Aguilar y col., 2014; 3El —
Mostafa y col., 2014.

También se pueden observar cantidades detectables de elementos téxicos, tales
como arsénico, mercurio y cadmio, siendo el plomo encontrado en mayor cantidad,
estos minerales pueden provenir de los mismos suelos de cultivo o de las aguas

utilizadas en el riego (Prieto — Garcia y col., 2006).

Uno de los componentes de actual interés son los compuestos fendlicos. Los
polifenoles representan una familia de moléculas organicas ampliamente distribuidas
en las plantas. Sus estructuras quimicas estan caracterizadas por la presencia de
algunos grupos fendlicos, los cuales son usualmente subproductos del metabolismo
de la planta (Tlili y col., 2011; El — Mostafa y col., 2014).

El creciente interés en los compuestos fendlicos resulta de su actividad antioxidante,
la cual es involucrada en beneficios a la salud humana, para la prevencién de la

inflamacion, desregulacion cardiovascular y enfermedades neurodegenerativas (Tlili
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y col., 2011; El — Mostafa y col., 2014). La actividad antioxidante de los compuestos
fendlicos es debida, principalmente, a sus propiedades redox, los cuales los hace
actuar como agentes reductores, donadores de hidrégenos, desactivadores de
oxigeno y también pueden tener un potencial quelante metalico (Elfalleh y col.,
2012). Todas las partes de la tuna son ricas en los miembros de la familia de los
polifenoles, asi como flavonoides y &cidos fendlicos (Tabla 5; El — Mostafa y col.,
2014).

Tabla 5. Contenido de fenoles y flavonoides de las semillas de la tuna.

Componente identificado Contenido en mg/100 g
Acidos fendlicos totales 48 — 892
Isbmero 1 de feruloyl — sacarosa 7.36 —17.622
Isémero 2 de feruloyl — sacarosa 2.9-17.12
Isémero 3 de feruloyl — sacarosa 253!

Sinapoyl — diglucésido 12.6 — 23.4%2
Flavonoides totales 1.5-2.6%2
Taninos totales 4.1 —-6.6%2

1Chougui y col., 2013; 2El — Mostafa y col., 2014.

Las semillas de tuna contienen altas cantidades de compuestos fendlicos que van de
48 a 89 mg/100 g, incluyendo derivados de feruloyl, taninos y sinapoyl diglucésido
(Chougui y col., 2013; El — Mostafa y col., 2014). Las diferencias que pudieran
encontrarse en el contenido de estos compuestos son atribuidas al tipo de cultivo,
origen geografico de la fruta, grado de madurez, condiciones de almacenamiento y
condiciones de extraccion (tiempo de extraccién y tipo de disolvente utilizado)
(Chougui y col., 2013). Su contenido de compuestos fendlicos es menor que el de

otras semillas tales como las del aguacate: 951 mg/100 g (Kosihska y col., 2012).

Otro componente importante de las semillas es el aceite, el cual ya ha sido
caracterizado fisicoquimicamente en otras investigaciones (Tabla 6; Liu y col., 2009;
Boukeloua y col., 2012; Zine y col., 2013); asi como la composicion de los &cidos
grasos presentes en el aceite (Tabla 7; Labuschagne y Hugo, 2010; Matthaus y
Ozcan, 2011; Tliliy col., 2011; Chougui y col., 2013 y Ghazi y col., 2013).
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Las semillas contienen la maxima cantidad de aceite, casi 98.8 g/kg de materia seca
(Ramadan y Morsel, 2003). La acidez provee informacion sobre la proporcién de

acidos grasos libres existentes en el aceite (Boukeloua y col., 2012).

Tabla 6. Caracteristicas fisicoquimicas del aceite de semillas de tuna.

Caracteristica Valores
Acidez 0.56 — 1.82%3
Humedad (%) 0.073
Viscosidad (Pa s) 0.05311
Densidad (kg/m?3) 0.909%23
indice de refraccion 1.475%23
indice de perdxidos (meq Oz/kg de aceite) 3.523
indice de yodo [g (12)/100 g] 130.5%23
indice de saponificacion (mg KOH/g de aceite) 186.63%23
Materia insaponificable (%) 1.1923
Fésforo (ppm) 308
Fosfolipidos (ppm) 789.5°
Estado fisico a temperatura ambiente Liquido?
Color Amarillo marrén?

1Ennouri y col., 2005; ?Boukeloua y col., 2012; 3Zine y col., 2013.

La densidad del aceite depende de la temperatura y la composicion quimica de éste,
lo cual indica la naturaleza de la composicion de los &acidos grasos, incluyendo la
longitud de las cadenas, la presencia de insaturaciones y la funcionalidad en la
cadena de carbono. En cuanto al indice de refraccion, depende de la densidad, la
composicién quimica del aceite y de la temperatura, y se incrementa con la
insaturacion. El indice de peréxidos indica que la estabilidad a la oxidacion, del aceite
de semillas de tuna, es relativamente baja, lo cual se debe a su alto contenido de

acidos grasos insaturados (Boukeloua y col., 2012; Zine y col., 2013).

Un indice de yodo y una estabilidad oxidativa altos muestra que el aceite de semillas
mantiene una buena calidad de aceite comestible, esto es debido a que los glicéridos
de los acidos grasos no saturados, presentes en el aceite, se unen con una cantidad
definida de yodo, por lo que es una medida de insaturacion, no obstante entre mas
alto sea el indice de yodo, el aceite tendrA menos estabilidad oxidativa (Ronald,
2002).
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El indice de saponificacion se encuentra por debajo del rango promedio (189 — 194
mg KOH/g de aceite) lo cual indica que su contenido de triglicéridos no es alto y por
lo tanto puede ser utilizado en cosmetologia (Zine y col., 2013). Los fosfolipidos
presentes pueden actuar como antioxidantes o prooxidantes (Choe y Min, 2006;
Koprivnjak y col., 2008), dependiendo de su concentracién en el aceite y a la
presencia de iones metal (Choe y Min, 2006) o tocoferoles (Judde y col., 2003;

Koprivnjak y col., 2008).

La composicion de los 4cidos grasos es una de las determinaciones mas importantes
en los aceites, ya que con ello se evalta la calidad de estos (Tabla 7; Tlili y col.,
2011). Los acidos grasos extraidos son principalmente insaturados (83 %), de los
cuales mono y poliinsaturados cubren un 17 y 66 %, respectivamente (Bhatt y Nagar,
2013).

Tabla 7. Composicion de acidos de grasos del aceite de semilla de tuna.

Acidos grasos Porcentaje
Acido palmitico 13423
Acido estearico 3.51:23
Acido oleico 16.3123
Acido vaccénico 5.32
Acido linoleico 61.8123
Acido a - linolénico 0.2 —0-813
Acido palmitoleico 0.6 —1.0%3
Acido araquidénico 0.23
Acidos grasos saturados 1742
Acidos grasos insaturados 8312
Acidos grasos monoinsaturados 17t
Acidos grasos poliinsaturados 6613

1Labuschagne y Hugo, 2010; 2Chougui y col., 2013; 3Zine y col., 2013.

El aceite de semillas de tuna es caracterizado por su alto contenido de acidos
linoleico y oleico principalmente, los cuales le confieren algunas propiedades
benéficas para la salud humana; no obstante el acido palmitico se encuentra de
manera importante (Bhatt y Nagar, 2013). Sin embargo la composicion de los acidos
grasos es muy influenciada por los factores climaticos y genéticos (Matthdus y
Ozcan, 2011).
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Los acidos grasos presentes en el aceite de las semillas, también son influyentes en
la promocién de la salud, principalmente los acidos linoleico, oleico y linolenico (Liu y
col., 2009; Tliliy col., 2011; Ghazi y col., 2013).

El &cido linoleico puede ser transformado por el organismo en una serie de acidos
grasos de cadena larga, precursores de eicosanoides, una familia de compuestos
con 20 carbonos, incluyendo leucotrienos y prostaglandinas, las cuales tienen un rol
importante a nivel vascular y para la coagulacion sanguinea (Tlili y col., 2011).
También tiene propiedades benéficas para la piel, y esto propone su uso por las

industrias de productos cosméticos (Ghazi y col., 2013).

El acido linolenico tiene importancia en la prevencidn secundaria de enfermedad
coronaria y en la prevencion de cancer. El acido oleico tiene un rol fundamental en
muchas enfermedades tal como la prevencion de enfermedades cardiovasculares
(Tlili y col., 2011).

En el aceite de semillas de tuna también se encuentran algunas vitaminas
liposolubles y esteroles. La Tabla 8 describe el perfil de las vitaminas liposolubles y
esteroles que contiene el aceite de semillas de tuna. El aceite de estas semillas tiene
altos niveles de tocoferoles, principalmente de vitamina E y y — tocoferol (Matthdus y
Ozcan, 2011).

La vitamina E es el antioxidante liposoluble mas importante, y protege al sistema
biolégico de la oxidacion degradable, al igual que los tocoferoles, que son
antioxidantes naturales (Ghazi y col., 2013). Su concentracion de tocoferol es mas
alta que la de otros aceites, tal como el de soya, calabaza, girasol, sésamo, canola,

oliva y aguacate (Matthaus y Ozcan, 2011; Bhatt y Nagar, 2013).

También tiene un alto contenido de vitamina K (Tabla 8), la cual puede actuar como
un cofactor para la sintesis de los factores de la coagulacion sanguinea (11, VII, IX y

X) o inhibidor de la coagulacién y de las proteinas de la matriz ésea, ya que la
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deficiencia de esta vitamina puede causar un sindrome trombético o hemorragico y

alteracion de la masa 6sea (Jiménez — Aguilar y col., 2014).

Tabla 8. Perfil de vitaminas liposolubles y esteroles del aceite de semillas de tuna.

Componente g/kg de aceite

a — Tocoferol 0.011

B — Tocoferol 0.012

y — Tocoferol 0.330

0 — Tocoferol 0.005
Vitamina E 0.403
Vitamina K1 0.525

8 — Caroteno 0.047
Ergosterol ND
Campesterol 1.66 —2.17
Estigmasterol 0.29-0.76
Lanosterol 0.28

B — Sitosterol 4.30-11.50
A5 — Avenasterol 0.29-0.82
A7 — Avenasterol 0.05-0.23

Tabla modificada de Jiménez — Aguilar y col., 2014.

El perfil de acidos grasos presentes en el aceite de semillas, muestra que éste es
una excelente fuente de lipidos con propiedades nutracéuticas. Su contenido de
carotenoides y la presencia de fitoesteroles, tales como campesterol, estigmasterol,
lanosterol, entre otros (Tabla 8), muestra que es posible que contribuya a la salud de
manera benéfica, ya que su consumo disminuye la absorcién de los niveles de
colesterol en plasma, debido a que la estructura de los fitoesteroles es similar a la del
colesterol (Jiménez — Aguilar y col., 2014), haciéndolo una buena fuente para ayudar
a reducir los riesgos de algunas enfermedades, como las cardiovasculares, también
debido a la actividad antioxidante que presentan (Matthaus y Ozcan, 2011; Jiménez
— Aguilar y col., 2014).

Recientemente los esteroles han sido agregados a aceites vegetales como un
ejemplo de alimento funcional exitoso. Este tipo de producto es ahora disponible y ha
sido especificamente probado para disminuir colesterol LDL en sangre, alrededor de
10 — 15 % como parte de una dieta saludable (Ghaziy col., 2013).
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Sin embargo todos los compuestos presentes en el aceite, que tienen propiedades
bioactivas, dependen de varios factores, principalmente de los métodos y las
condiciones empleadas para su extraccion (Elfalleh y col., 2012; ElI — Mostafa y col.,
2014).

1.4. Métodos de extraccién de aceites de semillas

El contenido de lipidos esta formado de constituyentes “libres”, que pueden ser
extraidos por métodos mecanicos, fisicos y con disolventes poco polares; y lipidos
“enlazados”, que requieren de disolventes mas polares, e incluso de la combinacion

de varios métodos, para su extraccion (Kirk y col., 2002).

En varios estudios se han descrito algunos métodos de extraccion de aceites en
diversas semillas, ya sean o no tradicionales. Entre los principales métodos
tradicionales utilizados estan los mecanicos, que se basan en la aplicacion de
presion ejercida sobre una masa de semillas (Kirk y col., 2002). Estan los métodos
de extraccion directa con disolventes, los cuales se caracterizan por el uso de
disolventes polares, temperatura o agitacion y largos periodos de tiempo para extraer
el material estudiado (Kirk y col., 2002; Azuola y Vargas, 2007; Zhang y col., 2008).
La extraccion de Soxhlet es la mas utilizada de estos métodos; que consiste
basicamente en un material de vidrio utilizado para extraer compuestos de naturaleza
lipidica, principalmente, usando un disolvente afin a dicho compuesto a manera de

reflujo constante (Azuola y Vargas, 2007).

También destacan los métodos de extraccion por solubilizacion, que se basan en
disolver la muestra completamente, ya sea por hidrélisis acida o alcalina, antes de la
extraccion con disolventes polares; y los métodos volumétricos, que incluyen la
disolucién de la muestra en acido sulfarico y centrifugacién de la grasa en recipientes

de vidrio especialmente calibrados (Kirk y col., 2002).

Otros métodos utilizados son la extraccion por destilacién, que consiste en la

separacion, utilizado calor, de los diferentes componentes liquidos de una mezcla,
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basado principalmente en las diferencias volatiles de estos compuestos (Azuola y
Vargas, 2007); y extraccidon por enzimas, las cuales hidrolizan los polisacaridos
estructurales de las paredes celulares y las proteinas asociadas con cuerpos

lipidicos para mejorar la liberacion de aceites (Gai y col., 2013).

También existen métodos de extraccion no tradicionales, los cuales, se fundamentan
en la mejora de la eficiencia de los métodos tradicionales por accion fisica sobre el
medio (Gao y Liu, 2005).

1.4.1. Extraccion por métodos no tradicionales

Entre los métodos no tradicionales se encuentra la extraccion por microondas, en la
cual la irradiacion emitida por éste origina un movimiento de moléculas por la
migracion de iones y rotacion de dipolo, contribuyendo a la transferencia de energia
al disolvente y material estudiado (Azuola y Vargas, 2007; UIB, 2010; Gai y col.,
2013).

En la extraccion por fluidos supercriticos, que se difunde a través de sélidos como un
gas y disuelven materiales como un liquido, generando un disolvente de baja
viscosidad, altas tasas de difusion y sin tension superficial (UIB, 2010); extraccion
turbo, que utiliza agitacion muy alta induciendo una cavitacion hidrodinamica;
extraccion eléctrica, aplicando descargas eléctricas a la mezcla de extraccion hasta
que se formen burbujas de cavitacion; y por Gltimo extraccidon por ultrasonido que
utiliza sonidos de frecuencia creando burbujas de cavitacion, con el fin de extraer el

compuesto buscado del material estudiado (Azuola y Vargas, 2007).

1.5. Ultrasonido

El ultrasonido consiste en la produccion de ondas sonoras de frecuencia elevada,
superior a 20 kHz que no son captadas por el oido humano (Herrero y Romero de

Avila, 2006; UIB, 2010). El ultrasonido puede clasificarse en funcién de la potencia y
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sefial que emite (Azuola y Vargas, 2007; UIB, 2010), aunque también pueden
agruparse en funcién de la intensidad acustica (UIB, 2010).

Los ultrasonidos de baja intensidad actian de transmisores y receptores,
reproduciendo el efecto piezoeléctrico, el cual consiste en que pequefos cristales
generan una carga eléctrica al ser sometidos a presion, cuando se les aplica un
campo eléctrico, las moléculas de los cristales se separan y se juntan produciendo
una vibracion y oscilacion en el aire, produciéndose asi una onda sonora. La onda
sonora no es mas que ciclos de aumento y disminucion de la presion, dependiendo

de la densidad y compresibilidad de un medio (UIB, 2010).

Los ultrasonidos de potencia o alta intensidad pueden llegar a modificar el material
estudiado, dafiando sus propiedades mediante el proceso, e incluso originar una
reaccion quimica (UIB, 2010) con el fin de liberar el compuesto buscado (Azuola y
Vargas, 2007).

El ultrasonido de potencia o alta intensidad se basa fundamentalmente en el
fenémeno de cavitacién (Herrero y Romero de Avila, 2006; Azuola y Vargas, 2007;
UIB, 2010), el cual consiste en la generacion, crecimiento y colapso de microburbujas
producidas en regiones de un liqguido sometido a mucha potencia, pero a baja
frecuencia que se alternan rapidamente. Al colapsar las microburbujas, se libera toda
la energia almacenada incrementando la temperatura del medio, dando lugar a un
choque mecénico con las estructuras fisicas del material estudiado, causando su
ruptura y modificacion de estructuras del producto (Herrero y Romero de Avila, 2006;
Aday y col., 2012). De acuerdo con estudios reportados es utilizado en la industria
alimentaria y farmacéutica con diversos fines, y puede decirse que uno de ellos es la
extraccién de compuestos contenidos en algunos alimentos (Vinatoru, 2001; Vilkhu y
col., 2008).

Diversos autores han comparado la extraccion de compuestos con varios métodos,
entre ellos el ultrasonido, y concuerdan con el hecho de que es una tecnologia

segura, no toxica, amigable ambientalmente, no cara, no se requiere de mucho
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tiempo para llevar a cabo la extraccion y no altera las propiedades nutricionales y
organolépticas de los alimentos (Zhang y col., 2005; Vilkhu y col., 2008; Aday y col.,
2012).

Algunas de las aplicaciones del ultrasonido son limpieza y desinfeccion de algunos
materiales, mezclado y emulsificacion, por ejemplo ha sido aplicado para la
homogenizacion de la leche y yogurt (Wu y col.,, 2001); impregnacién, filtracion,
cristalizacion y precipitacién, congelacion, deshidratacion, inactivaciéon microbiana y
enziméatica (Piyasena y col., 2003; Ulusoy y col., 2007; Ashokkumar y col., 2010),
conservacion (Aday y col., 2012) e incluso la extraccion de compuestos a partir de
materiales vegetales (Azuola y Vargas, 2007), entre los cuales se puede destacar el

aceite de ciertas semillas.

1.5.1. Extraccién de aceite por ultrasonido

El ultrasonido ha sido ampliamente utilizado en la extraccion de componentes de
muchos materiales, incluyendo las semillas de frutos y plantas. Las extracciones por
ultrasonido, o asistidas por este, consisten fundamentalmente en la aplicacion de un
tratamiento, o pretratamiento, con un sonicador, bajo ciertas condiciones que esté en
contacto directo con la muestra, facilitando asi la extraccion de los compuestos del
material estudiado (Vilkhu y col., 2008; Karki y col., 2010; Adam y col, 2012; Allaf y
col., 2013).

Los compuestos antioxidantes (compuestos fendlicos, antocianinas) han sido el
objetivo principal de las extracciones por ultrasonido (Albu y col., 2004; Chemat y
col., 2004a; Ghafoor y col., 2009; Wang y col., 2008; Aybastier y col., 2013; Da Porto
y col., 2013; ince y col., 2013).

Actualmente se ha estudiado acerca de la extraccion de aceites de semillas asistida
por ultrasonido, tales como semillas de tabaco (Stanisavljevi¢ y col., 2007), papaya
(Samaram y col., 2013), linaza (Zhang y col., 2008), pino coreano (Zhang y col.,
2005), alcaparro (Ara y col., 2014), uva (Da Porto y col., 2013), granada (Goula,
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2013; Tian y col., 2013) y melon chino (Bimakr y col., 2012). Sin embargo, en todas

las extracciones de aceite reportadas por este método, utilizan un bafio ultrasénico.

Estudios previos, demuestran que la utilizacion del ultrasonido, como método de
asistencia para extracciones de aceites, muestra mejores resultados que los métodos
convencionales (Bimakr y col., 2012), sin embargo no son tan diferentes entre si. Las
principales diferencias son observadas en la actividad antioxidante que presenta el
aceite obtenido (Bimakr y col., 2012; Samaram y col., 2013).

Sin embargo, el ultrasonido no solo se combina con los métodos convencionales,
sino que también con ciertas condiciones, tales como la temperatura
(termoultrasonido), con la cual se pueden obtener mejores resultados que con la

combinacion de dos métodos.

1.5.2. Termoultrasonido

El termoultrasonido (o termoultrasonicacion) es el método de ultrasonicacion
combinado con un tratamiento térmico. Su origen data de 1987, cuando Ordofiez y
col. combinaron las ondas ultrasonicas de alta potencia con temperatura, obteniendo
que los efectos de la inactivacion de microorganismos fueron mayores que los

efectos de las ondas ultrasénicas a temperatura ambiente.

Actualmente esta tecnologia es cada vez mas utilizada, principalmente para la
inactivacion de microorganismos y enzimas de algunos jugos de frutos, por ejemplo
de naranja (Gémez — Lopez y col., 2010; Koshani y col., 2014), de fresa (Herceg y
col., 2013), de manzana (Mufioz y col., 2012; Abid y col., 2014), de tuna purpura
(Cruz — Cansino y col., 2015) y de tomate (Wu y col., 2008); asi como extender la

vida util de algunas frutas, tal como la fresa (Aday y col., 2012).

No obstante hay estudios escasos sobre su utilizacion para extraer compuestos
antioxidantes de algunos residuos de frutos, tal es el caso del residuo de mango

(Neria, 2015) y de zarzamora (Zafra, 2015), sin embargo no hay reportes sobre su
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utilizacion para la extraccién de aceites de semillas, ni acerca de las propiedades
antioxidantes y antimicrobianas del aceite obtenido.

1.6. Actividad antioxidante y antimicrobiana de algunos aceites de

semillas

Muchos compuestos naturales asilados de las semillas han demostrado tener
actividades bioldgicas, tal como los compuestos fendlicos. Actualmente se ha
prestado mas atencién a los aceites de semillas como agentes naturales para la
conservacion de alimentos y se ha probado que tienen varios efectos farmacoldgicos

como antirreumatico, antiséptico, digestivo y diurético (Ozcan y col., 2010).

Los aceites procedentes de semillas de algunos alimentos, frutos principalmente,
tienen caracteristicas antioxidantes y antimicrobianas, por lo que se puede llegar a
pensar que esta es una de las razones por la que esos alimentos se utilizaban en la
medicina tradicional (Kesari y col., 2010; Khoobchandani y col., 2010; Gai y col.,
2013).

1.6.1. Actividad antioxidante

Un antioxidante es un compuesto quimico organico que previene de la oxidacién de
otro compuesto quimico, es decir, que protege el componente celular clave mediante
la neutralizacién de los efectos dafinos de los radicales libres, los cuales son
subproductos naturales del metabolismo celular (Shenoy y Shirwaikar, 2002).

Los radicales libres se forman cuando se metabolizan moléculas de oxigeno e
hidrogeno, y son compuestos quimicos que poseen un electrén desapareado en el
altimo orbital de una molécula, siendo ésta la principal razén por la que los radicales
libres son altamente reactivos y pueden reaccionar con proteinas, lipidos,
carbohidratos y ADN. Los radicales atacan a moléculas estables mas cercanas

robandoles su electron. Cuando la molécula es atacada y pierde su electron, se
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convierte en radical libre, provocandose una reaccién en cadena, resultando

finalmente en la destruccion de una célula viva (Patil y col., 2003).

Los antioxidantes son capaces de proteger las células del cuerpo humano contra
dafios de radicales libres debido a sus propiedades redox, es decir, son capaces de
donar los electrones a los radicales libres inhibiendo la reaccién en cascada de

oxidacion (Simopoulos, 2004).

Los antioxidantes pueden ser sintéticos o de origen natural, sin embargo, el uso de
los antioxidantes sintéticos es restringido por los posibles efectos adversos sobre la
salud humana, de ahi el interés de obtener antioxidantes de fuentes naturales (Zainol
y col., 2003). Por lo que se propone que las semillas son fuentes potenciales de
antioxidantes naturales debido a su contenido de fitoquimicos tal como taninos,

ditepenos, flavonoides y &acidos fendélicos (Dawidowicz y col., 2006).

Algunos de los &cidos grasos encontrados en los aceites extraidos de semillas, como
los é&cidos palmitico, estearico, oleico y linoleico, son los que presentan las
propiedades antioxidantes, principalmente en semilla de calabaza (Nawirska —
Olszanska y col., 2013), manzana (Cervantes — Cardoza y col., 2010), mango
(Abdalla y col., 2007), almendra (Lafont y col., 2011), anis (Gulgin y col., 2003), uva
(Jayaprakasha y col., 2003) y guarana (Majhenic y col., 2007).

Se ha reportado que las semillas de la tuna de Opuntia dillenii poseen una notable
actividad antioxidante, ya que contienen grandes cantidades de compuestos, tal
como polifenoles y flavonoides. Sin embargo, estas semillas también contienen una
cantidad importante de aceite, el cual posee un contenido elevado de acidos grasos
poliinsaturados, los cuales también pueden presentar una elevada actividad
antioxidante (Liu y col., 2009). Por lo que es posible que las semillas de tuna de
Opuntia ficus indica, presente propiedades antioxidantes similares a las de las

semillas de Opuntia dillenii.
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Ademas de la actividad antioxidante reportada en los aceites de semillas, algunos de
ellos también reportan actividad antimicrobiana, tal es el caso del aceite de semillas
de laurel (Ozcan y col., 2010), camelia (Feas y col., 2013), comino (Allahghadri y col.,
2010) y comino negro (Singh y col., 2005).

1.6.2. Actividad antimicrobiana

Un antimicrobiano es una sustancia que actda en contra de los microorganismos, es
decir, que destruye o inhibe su crecimiento. Los antimicrobianos pueden ser de
origen sintético o de origen natural, por ejemplo los aceites (Reyes — Jurado y col.,
2014).

Los antimicrobianos se clasifican en bactericidas, los cuales ejercen una accion letal
para la bacteria, por ejemplo inhiben la sintesis proteica; o bacteriostaticos, que solo
inhiben transitoriamente el crecimiento bacteriano, actian inhibiendo la sintesis de la
pared, alterando la membrana citoplasmica o interfiriendo con algunos aspectos del

metabolismo del ADN (Calvo y Martinez — Martinez, 2009).

El creciente interés de la industria alimentaria en los aceites, puede ser debido a las
propiedades antioxidantes y antimicrobianas que presentan sus componentes.
Actualmente se sabe que los aceites obtenidos de material vegetal, como semillas de
plantas y frutos, presentan propiedades antimicrobianas sobre levaduras, mohos vy
bacterias (Ozcan y col.,, 2010; Khoobchandani y col., 2010; Kesari y col., 2010;
Reyes — Jurado y col., 2014), por lo que son considerados como una alternativa

natural para la conservaciéon de alimentos (Fisher y Phillips, 2008).

Se ha demostrado el efecto antimicrobiano de aceites de semillas sobre varias cepas
microbianas, tales como Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Shigella flexneri,
Pseudomonas aeruginosa, Listeria monocytogens, Salmonella paratyphi, Shigella
flexneri y Bacillus subtilis e incluso para Vibrio cholerae (Salman y col., 2008),

principalmente en los aceites de semilla de comino negro (Nair y col., 2005),

aria de los Augeles Ortega Ortega 26



MARCO TEORICO

albahaca (Hussain y col., 2008), Eruca sativa (Khoobchandani y col., 2010), Nigella
sativa (Salman y col., 2008),.

Asimismo presentan una actividad antifungica, principalmente contra Candida
albicans, Aspergillus niger, Aspergillus terreus y Fusarium solani en el aceite de
semilla de albahaca (Nair y col, 2005; Salman y col, 2008).
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Il. Problema de investigacion

La tuna es principalmente producida en México, es un fruto que contiene una gran
cantidad de semillas, que al ser procesado para la obtencion de productos derivados
(jugos, mermeladas, queso y laminas de pulpa), son eliminadas y pasan a formar

parte de los residuos, los cuales pueden contaminar el entorno ambiental.

El aceite es uno de los componentes mayoritarios de las semillas, por lo que pueden
ser aprovechadas para la obtencion de este subproducto. Cabe mencionar que hasta
el momento, los estudios sobre el aceite de la semilla de tuna son pocos y se
desconocen las propiedades bioactivas (actividad antioxidante y antimicrobiana) que
el aceite posee. La mayoria de las extracciones de aceites de semillas, son
realizadas por métodos que utilizan disolventes. Por lo que se estan buscando
métodos alternativos de extraccidén, que disminuyan la utilizacion de disolventes

como es el uso de tecnologias emergentes.

Es por ello que en este trabajo se estudi6 el método de extraccién por
termoultrasonido para obtener un aceite mas puro con propiedades bioactivas,

minimizando el uso de disolvente, comparado con otros métodos convencionales.
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Il. Justificacion

Debido a la alta cantidad de residuos obtenidos a partir del procesado de la tuna, se
obtiene un alto contenido de semillas, las cuales podrian ser utilizadas para la
extraccion de aceites, ya que estudios reportan, que ciertos aceites de semillas
presentan actividades antioxidante y antimicrobiana, debido a ciertos componentes
que posee, como acidos grasos, tocoferoles, carotenoides y polifenoles. Las semillas
de tuna presentan una composicion muy similar a la de otros frutos, por lo que sus

componentes podrian tener las propiedades antes mencionadas.

Por otro lado la extraccion de aceites de semillas es realizada por métodos
convencionales en donde se utiliza una gran cantidad de disolventes. Por lo que el
uso de una tecnologia emergente como lo es el termoultrasonido, facilitaria la
extraccion del aceite de semillas de tuna, y con ello el uso de disolventes seria

menor.

La obtencién de este aceite podria favorecer al sector productivo de la tuna en la
posible utilizacion de este residuo, y su posible empleo como aditivo antimicrobiano y
antioxidante, y al mismo tiempo participaria en la disminuciéon de la contaminacion

del medioambiente.
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IV. Objetivos

4.1. Objetivo general

Evaluar los efectos de la extraccion de aceite de semilla de tuna Reyna (Opuntia
ficus indica) por termoultrasonido sobre la actividad antioxidante y antimicrobiana

como una alternativa a métodos convencionales de extraccion.

4.2. Objetivos especificos

i. Determinar las condiciones Optimas (porcentaje de amplitud y tiempo)
utiizando la metodologia de superficie de respuesta en la extraccidon
termoultrasonicada del aceite de semillas de tuna en base a la actividad
antioxidante (ABTS y DPPH).

ii. Comparar el rendimiento de aceite de la extraccibn optimizada por
termoultrasonido con dos métodos convencionales (Soxhlet y maceracion).

iii.  Establecer una comparacion de la actividad antioxidante (ABTS y DPPH) de la
extraccidon optimizada por termoultrasonido con Soxhlet y maceracion.

iv. Contrastar la actividad antimicrobiana (Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa) de la extraccion optimizada de aceite por
termoultrasonido con los obtenidos por Soxhlet y maceracion.

v. Determinar el efecto de la termoultrasonicacion sobre la estructura de la
semilla de tuna al extraer el contenido lipidico utilizando microscopia

electrénica de barrido.

aria de los Augeles Ortega Ortega 30



HIPOTESIS

V. Hipétesis

El método de extraccion por termoultrasonido permitird un mayor rendimiento de
aceite de las semillas de tuna, obteniendo una elevada actividad antioxidante y alto

efecto antimicrobiano en comparacion con el método convencional.
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VI. Disefio metodoldgico

En la Figura 8 se muestran las determinaciones que se llevaron a cabo en esta

investigacion.

Obtencidn de la muestra

}

Determinacion de porcentaje de humedad

’

Extraccidn de aceite

|
v )

Métodos convencionales Termoultrasonido

Disefio experimental

Actividad antioxidante
Soxhlet Maceracion Tratamiento Gptimo
Determinacion de rendimiento de Microscopia electronica
extraccion, actividad antioxidante de barrido

y actividad antimicrobiana

Figura 8. Esquema del disefio experimental.

6.1. Obtencién de la materia prima

La muestra utilizada fue tuna de la variedad Reyna, suministrada por el Consejo
Mexicano de Nopal y Tuna (CoMeNTuna), del municipio de Actopan, Hidalgo,
México, en primavera de 2012.
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6.2. Obtencién de la muestra

Las muestras de semillas de tuna fueron obtenidas retirando toda la pulpa y residuo
gue las rodea mediante varios lavados con agua. Se dejaron secar a temperatura
ambiente en charolas de plastico. Posteriormente las semillas fueron molidas en un
molino industrial (Cyclotec 1093, Tecator, Suecia), en el Instituto de Ciencias
Agropecuarias, Tulancingo de Bravo, Hidalgo, México; y se sometieron a un
tamizado para obtener un tamafio de particula de < 0.5 mm. La semilla en polvo fue
almacenada en bolsas con cierre hermético a temperatura ambiente, en un lugar

fresco en la oscuridad.

6.3. Determinacion de porcentaje de humedad

Esta prueba se basa en la pérdida de agua que experimenta la muestra al ser llevada
a peso constante. El método utilizado para esta determinacion fue el descrito por la
AOAC método 925.09 (2005). Se utilizé charolas de aluminio previamente puestas a
peso constante durante una hora. Se pesd 0.5 g, aproximadamente, de la semilla,
tanto entera como molida. La semilla se llevé a 105 °C £ 5 °C en un horno de secado
(Scorpion Scientific) durante dos horas. Transcurrido el tiempo las charolas se
dejaron enfriar a temperatura ambiente en un desecador por 10 min y fueron
pesadas. Se llevd las charolas nuevamente al horno por media hora mas.
Finalmente, y una vez cumplido el tiempo, las charolas se enfriaron en un desecador
por 10 min y fueron pesadas. El porcentaje de humedad se calcul6 con la siguiente

formula;

P~ P;

% H = * 100

donde:
%H = Porcentaje de humedad

Pi = Peso inicial de la muestra antes de ser secada (g)
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Pr = Peso final de la muestra después de ser secada (g)

6.4. Extraccién de aceite de semillas de tuna

La extraccion de aceite de semillas se realiz6 por medio de tres métodos, por
termoultrasonido, Soxhlet y maceracion, estos dos ultimos caracterizados por la

utilizacién directa de disolventes.

Todas las muestras de aceite extraidas por los tres métodos, se almacenaron en
tubos eppendorf de color &mbar con una capacidad de 2 mL, hasta su utilizacion; en
cuanto a la semilla en polvo sin aceite se almacené en bolsas con cierre hermético

en la oscuridad.

6.4.1. Extraccion de aceite por termoultrasonido

La extraccion por ultrasonido se fundamenta en la generacion del fenbmeno de
cavitacion, el cual al reducir el tamafio de la particula, incrementa el area de
exposicién de ésta, permitiendo asi la extraccion de compuestos; combinado con un
tratamiento térmico, lo cual no permite el dafio de los compuestos por cambios de

temperatura.

Se utiliz6 un equipo de ultrasonido de 1500 W (procesador de ultrasonidos VCX —
1500, Sonic & Materials, Inc. Newtown, CT, Estados Unidos; Figura 9), con una
frecuencia constante de 20 kHz. Para controlar la temperatura se utilizé un recipiente
de doble capa, el cual tiene una capacidad de 400 mL, para realizar la extraccién de

aceite por termoultrasonido.

Las extracciones se llevaron a cabo bajo las siguientes condiciones: temperatura fija
de salida (25 °C), tiempo (5 — 15 min), amplitud (80 — 90 %) y 20 g de semillas
molidas y tamizadas. Se utiliz6 hexano como disolvente para las extracciones. Las
condiciones de extraccion fueron obtenidas de pruebas preliminares y referencias de

extracciones de aceites de semillas de frutos.
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Finalizado el tratamiento, la mezcla se vacié en un vaso de precipitado y se tomo
inmediatamente la temperatura, posteriormente las fases acuosa y solida fueron
separadas mediante filtracion utilizando una bomba de vacio (DOA — P704 — AA,
GAST Manufacturig, Inc., Michigan, Estados Unidos).

Figura 9. Procesador de ultrasonidos VCX — 1500, Sonic

& Materials, Inc. Newtown, CT, Estados Unidos.

La fase acuosa se mezcl6 con hexano (1:1 v/v) durante 30 min, pasado el tiempo se
volvié a filtrar separandola del disolvente por medio de un embudo de separacion, el
disolvente se almacend, para posteriormente llevarlo a evaporacion y obtener el
aceite; mientras que la fase acuosa se llevd a centrifugacion (Centrifuga refrigerada
Allegra 25R, Beckman Couler, California, Estados Unidos; a 10 000 rpm, 30 min, 4
°C) obteniendo tres fases una capa en la superficie, un sobrenadante y el
precipitado, se separoé la capa de la superficie, asi como el precipitado, los cuales se
mezclaron con 50 mL de hexano por 10 min, y por decantacion se obtuvo el

disolvente, el cual se mezcl6 con el disolvente previamente almacenado.

La fase acuosa se almacend en recipientes de plastico en congelacion para su
posterior analisis.
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La fase solida, se deshidratd (Weston 74 — 1001 — w, Weston Products L.L.C.
Strongsville, Ohio, Estados Unidos) a una temperatura no mayor a 40 °C.
Posteriormente se mezclé con 150 mL de hexano con agitacion durante 30 min,
pasado el tiempo se separo la fase solida del disolvente por filtracion realizando tres

lavados con el disolvente, el ultimo lavado se realizé6 con 50 mL de hexano.

La fase sélida se almacené en bolsas selladas herméticamente en la oscuridad. El
disolvente obtenido de las dos fases se llevo a un evaporador rotatorio BUCHI R —
200 (BUCHI Labortechnik AG, Flawil, Suiza) a 40 °C para la obtencién del aceite.

6.4.2. Extraccion de aceite de semillas de tuna por métodos convencionales

6.4.2.1. Método de Soxhlet

La extraccién de la materia grasa de una muestra, por esté método, se basa en el
calentamiento continuo a reflujo con disolvente, tal como hexano, el cual por medio
de su volatilizacién y condensacion sobre la muestra, se produce un lavado continuo

logrando extraer todo el material soluble en él.

Figura 10. Sistema universal de extraccion de
grasas BUCHI B — 811 (Biichi Labortechnik AG,

Flawil, Suiza).
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La extraccion por este método, se realizd en base al procedimiento descrito por la
AOAC meétodo 930.39 (2005) para la extraccion de grasas. Se utilizd 5 g de semilla,
molida y tamizada; 120 mL de hexano y un sistema universal de extraccion de grasas
BUCHI B — 811 (Buichi Labortechnik AG, Flawil, Suiza; Figura 10), bajo las

condiciones reportadas por el fabricante.

El proceso consistio en el calentamiento del disolvente en los vasos inferiores del
equipo de extraccidén, que se volatilizd y subié al refrigerante donde se enfrid,
condensé y cay6é dentro del cartucho que contenia la muestra. Posteriormente

ocurrio el contacto del disolvente con la muestra y la extraccion sélido — liquido.

Al mismo tiempo se fue incrementando, paulatinamente, el nivel del disolvente, que
cuando alcanzo6 un cierto nivel marcado por el sifon ocurrié un reflujo, un ciclo de
extraccion, donde el disolvente con los &cidos grasos cayeron a los vasos inferiores
para iniciarse un nuevo ciclo, de esta forma el aceite extraido por el disolvente se fue

guedando en los vasos inferiores.

Por ultimo se llevo a cabo una etapa de secado, la cual consiste en evaporar todo el
disolvente de los vasos inferiores, a manera de que solo quedara el aceite en dichos

vasos.

6.4.2.2. Método de maceracion

La extraccion de grasas por este método consiste en sumergir la muestra a macerar
en un recipiente cerrado con una cantidad suficiente de disolvente, para que la cubra

totalmente; dejandola un periodo de tiempo largo.

Para la extraccion por este método se utilizé6 como disolvente hexano. Se colocé 10 g
de semilla de tuna, molida y tamizada, en una bolsita de tela de algodon,
previamente desgrasada con un lavado con jabon y uno con alcohol; la cual se
sumergio en 200 mL de hexano dentro de un frasco cerrado, para evitar su

volatilizacion, a una temperatura de alrededor de 25 °C, almacenado en un lugar
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oscuro durante 24 horas. Transcurrido el tiempo, el aceite fue recuperado por la
evaporacion del disolvente con un evaporador rotatorio BUCHI R — 200 (BUCHI
Labortechnik AG, Flawil, Suiza) a 40 °C.

6.4.3. Determinacion del rendimiento de aceite

El rendimiento del aceite obtenido se determin6 como lo reporta Chougui y col.

(2013), utilizando la siguiente férmula:

M; — M,
1 04 100
M, )*

Aceite (%) = (
donde:
Aceite (%) = Porcentaje del aceite obtenido
Mo = Peso del recipiente vacio (g)

M1 = Peso del recipiente después de la evaporacion del disolvente (g)

M2 = Peso de la semilla en polvo (g)

6.5. Determinacion de actividad antioxidante

La actividad antioxidante del aceite extraido de las semillas de tuna verde, tanto por
termoultrasonido como por métodos convencionales, fue evaluada por Ilas
determinaciones de capacidad de captacién de los radicales libres de ABTS** y
DPPH®.

6.5.1. Determinacion por ABTS

La prueba de ABTS es una técnica de decoloracion, en la que hay una generacion
directa del radical en una forma estable antes de la reaccion con los antioxidantes. El
ABTS** es un radical con un nitrégeno central que presenta un color caracteristico

azul — verde, cuando este cation radical es reducido por un antioxidante a la forma no
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radical, presenta una pérdida de color. La actividad antioxidante en base al cation

libre de ABTS**, se realiz6 de acuerdo al método descrito por Kuskoski y col. (2005).

Esta determinacion se realiz6 mediante la formacion del radical ABTS, el cual se
obtuvo tras la reaccion de ABTS (7 mM) con persulfato potasico (2.45 mM,
concentracion final), incubados a temperatura ambiente (£ 25 °C) en la oscuridad
durante 16 horas. Una vez formado el radical ABTS se diluy6 hasta obtener un valor
de absorbancia comprendido entre 0.70 (z 0.1) a 754 nm (longitud de onda de
maxima absorcion) utilizando el lector de microplacas (Power Wave XS [Bio Tek].

Software KC Junior, Estados Unidos).

Se agreg6 20 pL de aceite y 980 pL de soluciéon de ABTS, se agitd en el vortex
(Vortex — Genie 2, Scientific Industries, Inc., NY, Estados Unidos) y se dejo reposar a
temperatura ambiente por 7 min, posteriormente se determiné la absorbancia a 754
nm empleando el lector de microplacas. Los resultados fueron expresados en mg

equivalente de acido ascorbico (EAA) por 100 g de muestra.

6.5.2. Determinacion por DPPH

En esta prueba el radical DPPH® es caracterizado como un radical libre estable,
debido a la deslocalizacion del electrén libre sobre la molécula en conjunto, el cual al
reaccionar con otras moléculas con un electron libre, se produce una decoloracion
(Molyneux, 2004).

El reactivo DPPH® es un radical libre estable, que en solucién etandlica presenta una
coloracién violeta. Si se adiciona a este medio una sustancia susceptible de atrapar
radicales libres, el electron no apareado del DPPH®* se aparea e inmediatamente se
presenta una decoloracion de la solucion que puede ir hasta amarillo en razon del
namero de electrones apareados. La actividad antioxidante en base al radical DPPH*
se evalud de acuerdo al procedimiento reportado por Morales y Jiménez — Pérez
(2001).
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Esta determinacion consistio en agregar 100 puL de aceite y 500 puL de solucion
DPPH, se agit6 en el vortex (Vortex — Genie 2, Scientific Industries, Inc., NY, Estados
Unidos) y se dej6 reposar a temperatura ambiente por una hora, posteriormente se
determind la absorbancia a 520 nm, empleando lector de microplacas (Power Wave
XS [Bio Tek]. Software KC Junior, Estados Unidos). Los resultados fueron

expresados en pmol equivalente de trolox (ET) por 100 g de muestra.

6.6. Determinacion de actividad antimicrobiana

6.6.1. Obtencién de cultivos microbianos

Los microorganismos utilizados para la determinacion de actividad antimicrobiana
fueron: Escherichia coli (ATCC 25922), Staphylococcus aureus (ATCC 1654) y
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853). Todos los microorganismos fueron
obtenidos de la Coleccion Mexicana de Cultivos Microbianos del Centro de
Investigacion y de Estudios Avanzados (CINVESTAV) del Instituto Politécnico

Nacional, México, D. F., México.

6.6.2. Determinacion de la cuenta viable

Los medios de cultivo utilizados fueron agar para métodos estandares y caldo

digerido de soya — caseina.

Para cada uno de los microorganismos se realizé una curva de crecimiento
microbiano, con el fin de conocer la concentracion aproximada de unidades

formadoras de colonias por mililitro (UFC/mL).

A partir de glicerol, que contenia las bacterias, se tomé una alicuota y se realiz6 una
siembra en agar para obtener colonias aisladas y de ahi se realiz6 otra siembra para
aislar una colonia y realizar posteriormente la determinacion de actividad

antimicrobiana.
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Se inoculd un tubo con 5 mL de caldo con una colonia del microorganismo, y se
incubo con agitacion a 200 rpm (Incubadora Labtech, LSl — 3016A, Lab. Ind. Vac
instruments, Namyangju — City, Kayonggi — Do, KOREA) a 37 °C durante, minimo 12
horas. Posteriormente se tom6 1 mL de cultivo del tubo y se pasé a un matraz
Erlenmeyer de 250 mL con 50 mL de caldo estéril, el cual se llevé a incubacion con
agitacion a 200 rpm a 37 °C, hasta que el cultivo alcanz6 las absorbancias de 0.3,
0.4, 0.5, 0.6, 0.7, 0.8 y 0.9, medidas en alicuotas de 1 mL (SHIMDZU UV - 1061,

Duisburg, F. R., Alemania) a una longitud de onda de 600 mn.

Una vez que el cultivo llegé a las absorbancias deseadas, se tom6 100 uL de la
suspension y se hicieron cinco diluciones (1/10, 1/100, 1/1,000, 1/10,000 vy
1/100,000). De las dos ultimas diluciones (1/10,000 y 1/100,000), se inoculé 100 pL
de estas diluciones en medios en cajas por triplicado. Las cajas se incubaron
(Incubadora Arsa AR — 130, Felisa, Jalisco, México) durante 24 horas a 37 °C.
Transcurrido el tiempo se realizd el conteo de colonias para determinar el tamafio de

in6culo a utilizar.

6.6.3. Inoculacién

A partir de un tubo con 5 mL de cultivo, se inocul6 1 mL de cultivo en un matraz con
50 mL de caldo estéril y se incubd con agitacion a 200 rpm a 37 °C, hasta que el
cultivo alcanz6 las absorbancias de 0.6, 0.6 y 0.9, para Escherichia coli,
Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa, respectivamente, que fue donde
se obtuvo aproximadamente 1 x 108 UFC/mL. Consecuentemente se realizd una

siembra masiva o un extendido homogéneo de la suspension en el medio.

6.6.4. Evaluacion de actividad antimicrobiana y determinacién de la

concentracion minima inhibitoria

Para evaluar la actividad antimicrobiana del aceite de semillas de tuna, asi como la

concentracion minima inhibitoria (CMI), se empleo el método de difusion en disco.
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Se impregnaron discos de papel filtro (6 mm de didmetro) con 66.67, 50, 33.33 y
16.67 pL de aceite, y se colocaron en las placas previamente inoculadas. Se utilizé
hexano como control negativo, y discos de Ampicilina para Escherichia coli y
Stahpylococcus aureus y Estreptomicina para Pseudomonas aeruginosa como
controles positivos. Las placas fueron incubadas a 37 °C por 24 horas. Los diametros
de zona de inhibicion fueron medidos en mm y los resultados de la CMI fueron

expresados como pg/uL.

6.7. Microscopia electrénica de barrido

La microscopia electronica de barrido (MEB) es una técnica utilizada para analizar la
morfologia de particulas pequeiias de materiales solidos de todo tipo, emitiendo una
vision tridimensional de su estructura, permitiendo conocer su composicion
estructural (Gamiz y col., 2002). Se fundamenta en el desplazamiento de un haz de
electrones del microscopio sobre la superficie de la muestra a modo de un pincel,
que barre la muestra con idas y venidas, amplificando la informacion de dicha

muestra y emitiéndola como imagen (Yafiez, 2014).

Con el fin de examinar las alteraciones morfologicas de las muestras de semillas de
tuna, antes y después del proceso de termoultrasonicacion, para observar la
influencia de la ultrasonicacién en el proceso de extraccion del aceite, se utilizé MEB.
Esta determinacion se realiz6 en el Instituto de Ciencias de la Tierra y de los

Materiales de la Universidad Autonoma del Estado de Hidalgo.

Las muestras de semilla, tanto la muestra control como la tratada con
termoultrasonido bajo las condiciones éptimas para la extraccion del aceite, fueron
secadas a temperatura ambiente antes de realizar la determinacion de MEB.

Las muestras en polvo se colocaron en un portamuestras sobre una cinta de granito
de doble cara, posteriormente fueron recubiertas con una capa delgada de oro, de
aproximadamente 1 mm de espesor, en una maquina ionizadora (Denton Vacuum

Desk V, Moorestown, Nueva Jersey, Estados Unidos) a una presion de 20 militorr y
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una corriente de 20 mA durante 4 min. Este recubrimiento a presion tiene como
objetivo llegar al punto de sublimacion del oro, para volver conductora la muestra y
asi sea resistente al haz de electrones al que son sometidas dentro del microscopio
electronico. Una vez listas las muestras, se procedié a observarlas en un microscopio
electrénico de barrido (JEOL JSM — 6300, Estados Unidos, con un alcance de 300
000 magnificaciones y una resolucion de 30 KV) a 500, 1000 y 2000 amplificaciones
(500x, 1000x y 2000x), y se tomaron las micrografias para establecer la comparacion

estructural entre las muestras.

6.8. Disefo experimental

Actualmente la metodologia de superficie de respuesta es ampliamente utilizada para
optimizar las condiciones del método de extraccion por ultrasonido (Bimakr y col.,
2012; Ho y col., 2014). Para optimizar las variables de proceso en la extraccion de
aceite de semillas por el método de termoultrasonido, con elevada actividad
antioxidante (ABTS y DPPH), se aplic6 metodologia de superficie de respuesta

(RSM; por sus siglas en inglés: response surface methodology).

Se consideraron dos variables (porcentaje de amplitud y tiempo) para el método de
termoultrasonido y se utilizé un disefio experimental central compuesto rotatorio, en
cinco niveles. Los valores de amplitud fueron 80 — 90 % y tiempo entre 5 — 15 min; la

temperatura de salida de extraccion se fijé a 25 °C.

El disefio generd trece tratamientos con cinco puntos centrales, para estimar la
reproducibilidad del método; cuatro puntos factoriales y cuatro puntos axiales (Tabla

9), a una distancia de 1.414, de cada disefio central.

Los valores medios fueron sometidos a un analisis multiple en el programa
estadistico JMP version 7.0.2 (SAS Institute Inc., Cary, NC, Estados Unidos, 2007) y
se ajustaron a un modelo polinomial de segundo orden, dado en la siguiente

ecuacion:
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Yi = ﬁO + ﬁlXI + ﬁZXZ + ﬁlZXIXZ + ﬁllxlz + ﬁZZXZZ

donde Y; es la respuesta prevista, 5, es el coeficiente constante, §; y S, son los
coeficientes de regresion en sus términos lineales, B;; Y P22 son coeficientes de
regresion cuadréaticos y B, es el coeficiente de interaccion. En este modelo, X; y X,
representan las variables independientes utilizadas, % de amplitud y tiempo,

respectivamente.

Tabla 9. Tratamientos obtenidos del disefio experimental compuesto

central rotatorio para el método de termoultrasonido.

Tratamiento Porcentaje de amplitud Tiempo (min)
1* 85 10
2 90 5
3 90 15
4* 85 10
5 92 10
6 80 5
7* 85 10
8 78 10
9 85 17
10 80 15

11* 85 10
12* 85 10
13 85 3

* Puntos centrales

La adecuacion del modelo matematico se determiné utilizando el coeficiente R?. La
significancia de los coeficientes de regresion del modelo se evalu6 mediante andlisis

de varianza.

Se realizaron gréficas tridimensionales de la superficie de respuesta para la
interpretacion grafica de los efectos de la interaccion de las variables independientes
sobre la respuesta obtenida, también se elaboraron graficas de contorno para
representar la extrapolacién e interpretar la optimizacion de las variables de
extracciéon, para lo cual se utilizé el programa SigmaPlot 12.0 software de graficos
(SYSTAT Software Inc., San Jose, CA, Estados Unidos). La validez del modelo se

determiné comparando los valores predichos con los datos experimentales.
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6.9. Anaélisis estadistico

Los resultados, tanto del tratamiento Optimo de termoultrasonido como los
convencionales, se analizaron realizando un andlisis unidireccional de varianza
(ANOVA). Para la prueba de reproducibilidad del estudio se utilizé el analisis de
medias utilizando la prueba t — student para una muestra. Todas las pruebas fueron
realizadas por triplicado y las diferencias entre las medias (+ desviacion estandar;
DE), fueron analizadas con una prueba Duncan con una confiabilidad del 95 %,
utilizando el paquete estadistico SPSS versién 15.0, Sistema SPSS® para WIN™
(SPSS Inc, Chicago, lllinois).
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VII. Resultados y Discusion

7.1. Determinacion del contenido de humedad

Una condicion para la extraccion eficiente del aceite, es la humedad inicial de las
semillas, la cual debe ser inferior a 12 % de humedad de base seca (Martinez y
Ceballos, 2012). El contenido medio de humedad de las semillas de tuna evaluadas,
en base seca, fue de 6.43 = 0.08 %, por lo cual no hubo necesidad de liofilizar la
semilla antes de realizar las extracciones del aceite. Este porcentaje de humedad es
comparable con el de las semillas de pitaya (6.9 %; Chemah y col., 2010), uva (6.3
%; Ghafoor y col., 2009; 6.2 %; Ghafoor y col., 2012), linaza (6 %; Zhang y col.,
2008) y tabaco (5.5 %; Stanisavljevic¢ y col., 2007).

7.2. Rendimiento de recuperacion del aceite extraido por termoultrasonido

La Tabla 10 muestra los resultados del rendimiento del aceite extraido por los trece

tratamientos de termoultrasonido.

El rendimiento del aceite de semillas, extraido por los diferentes tratamientos con
termoultrasonido, oscilé entre 3.75 y 6 %. Se observa que el maximo rendimiento se
obtuvo con la combinacion de una amplitud alta de 92 % y un tiempo de 10 min

(tratamiento 5).

En términos de porcentaje de amplitud, Bimakr y col. (2012) obtuvieron resultados
similares a los de este estudio, cuando optimizaron las condiciones de extraccion
asistida por ultrasonido del aceite de semillas en meldn chino, ya que adquirieron un
mayor rendimiento de recuperacion con un porcentaje de 75 %, siendo éste el limite

superior que utilizaron (106.5 mg de extracto/g de materia seca).

En todas las extracciones, el rendimiento del aceite fue dependiente del porcentaje
de amplitud utilizado, ya que a mayor porcentaje de amplitud mayor fue el
rendimiento. Esto puede ser debido a que, al utilizar una amplitud alta se produce
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con mas intensidad el fenbmeno de cavitacion (Azuola y Vargas, 2007), el cual
induce cambios en la estructura fisica de la semilla, rompiendo sus paredes
celulares, reduciendo su tamafio y aumentando el area de exposicion, facilitando asi
la penetracion del disolvente y con ello la extraccion del aceite (Stanisavljevic¢ y col.,
2007; Zhang y col, 2008; Anise y col., 2013; Goula, 2013; Tian y col., 2013).

Tabla 10. Rendimiento del aceite recuperado de semillas de tuna extraido

por termoultrasonido.

Condiciones de extraccion

Tratamiento Amplitud (%) Tiempo (min) Rendimiento (%)
1 85 10 5.75+0.03
2 90 5 4.15+0.01
3 90 15 4.85+ 0.02
4 85 10 5.25+0.01
5 92 10 6.00 £ 0.06
6 80 5 5.25+0.01
7 85 10 3.75+£0.00
8 78 10 5.40+0.10
9 85 17 5.60 £ 0.06
10 80 15 5.40 + 0.00
11 85 10 5.75+0.00
12 85 10 5.30+£0.10
13 85 3 5.50+0.10

Por otro lado la maxima ruptura de la semilla de tuna se alcanz6 hasta los 10 min, en
donde se consiguid el mayor rendimiento (Tabla 10), por lo que también se observo
que el tiempo de extraccidbn es una variable importante para el rendimiento, no
obstante, a un punto dado, deja de ser influyente en la recuperacion del aceite, ya
gue Zhang y col. (2005), quienes estudiaron la extraccion asistida por ultrasonido de
aceite de semillas de pino coreano, sefialan que el rendimiento es mas alto conforme
incrementa el tiempo de extraccion, sin embargo cuando llega a un punto maximo se
equilibra y después empieza a decrecer gradualmente. Esto puede deberse a que las
paredes celulares de las semillas, son fracturadas completamente en un primer

periodo de tiempo del efecto de cavitacion, permitiendo la mayor liberacion de los
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compuestos y la transferencia del aceite de la semilla al disolvente (Zhang y col,
2008; Goula, 2013; Tian y col., 2013).

7.3. Actividad antioxidante del aceite extraido por termoultrasonido

Se ha reportado que las semillas de tuna tienen propiedades antioxidantes, debido a
la presencia de compuestos fendlicos y algunos acidos grasos (Dawidowicz y col.,
2006; Elfalleh y col., 2012). Sin embargo, no hay estudios que reporten la actividad
antioxidante del aceite de semillas de tuna extraido por termoultrasonido. Los valores
de actividad antioxidante del aceite de semillas de tuna, evaluada por las
determinaciones de capacidad de captacion de los radicales ABTS™™ y DPPHe,

extraido por termoultrasonido, se muestran en la Tabla 11.

Tabla 11. Actividad antioxidante del aceite de semillas de tuna extraido por termoultrasonido

bajo diferentes condiciones.

Condiciones de extraccion Actividad antioxidante

Tratamiento . . . ABTS DPPH

Amplitud (%) Tiempo (min) = om 65 0 molET/100 g
1 85 10 66.15 + 4.07 246.10 + 0.92
2 90 5 55.98 + 3.13 141.76 + 3.90
3 90 15 59.93 + 4.45 167.02 + 1.14
4 85 10 68.12 + 6.59 236.01 + 3.22
5 92 10 55.84 + 2.36 101.63 + 4.68
6 80 5 66.07 + 2.17 267.07 + 7.37
7 85 10 68.37 + 3.92 245.05 + 2.37
8 78 10 65.99 + 5.01 289.26 + 0.26
9 85 17 65.78 + 0.37 260.09 + 1.33
10 80 15 66.91 + 3.20 284.96 + 0.93
11 85 10 67.73 % 0.40 27755+ 1.71
12 85 10 67.44 + 3.89 245.08 + 2.92
13 85 3 67.63 + 0.00 250.05 + 1.99

Se puede apreciar que los valores de actividad antioxidante se encontraron entre
55.84 y 68.37 mgEAA/100 g para la determinacion de ABTS; y 101.63 y 289.26
MMOIET/100 g para la prueba de DPPH. En comparacion con el rendimiento de
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extracciéon, la actividad antioxidante fue mayor con las combinaciones de una
amplitud de 85 % y un tiempo de 10 min (tratamiento 7) para la determinacion de
ABTS, y de 78 % y 10 min (tratamiento 8) para la determinaciéon de DPPH. Esto se
debe al efecto que tienen las condiciones de extraccion por termoultrasonido

utilizadas, sobre la actividad antioxidante del aceite.

7.4. Efecto de las condiciones de extraccion de termoultrasonido sobre la

actividad antioxidante del aceite de semillas de tuna

Para evaluar los efectos de las condiciones de extraccion de aceite de semillas de
tuna, por termoultrasonido, sobre la actividad antioxidante, se realizaron graficas
tridimensionales de superficie de respuesta, las cuales se exponen en la Figura 11.
Se observa que el porcentaje de amplitud, fue la condicidon que influyé sobre la
actividad antioxidante del aceite en ambas determinaciones (ABTS y DPPH), es
decir, mientras mayor es el porcentaje de amplitud menor es la actividad antioxidante

gue presenta el aceite.

En cuanto al tiempo, en la Figura 11 se puede apreciar que éste tuvo un
comportamiento lineal independientemente del porcentaje de amplitud utilizado para
cada tratamiento. Esto quiere decir que la aplicacion del tiempo no afect6 la actividad
antioxidante del aceite, ya sea por la determinacién de ABTS o DPPH, ya que esta
se mantuvo constante a pesar del aumento o disminucion del tiempo empleado para

la extraccion.

Como se menciond anteriormente, en este estudio se manejé un modelo polinomial
de segundo orden para predecir la actividad antioxidante del aceite, mediante un
analisis de regresion lineal mdltiple de los datos experimentales, y se utiliz6 R? para
considerar la adecuaciéon del modelo. El valor de R? debe ser tan cerca como sea
posible de la unidad y al menos de 0.80 para asegurar un buen ajuste del modelo
(Hoy col., 2014).
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Figura 11. Efectos de los tratamientos de termoultrasonicacion sobre la actividad antioxidante por a)
ABTS y b) DPPH del aceite de semilla.
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Los valores de R? para las determinaciones de ABTS y DPPH, mostrados en la Tabla
12; fueron de 0.93 y 0.96, respectivamente, lo que indica que los promedios
obtenidos en el estudio se ajustaron al modelo matematico de superficie de

respuesta.

Tabla 12. Coeficientes de regresion de las condiciones de extraccion

por termoultrasonido sobre la actividad antioxidante.

Coeficiente ABTS DPPH

a0 67.562964° 249.96199?
a -3.927762° -63.57459?
t 0.2724311 7.1702572
at 0.77572 1.8421052
aa -3.719624° -29.77102°
tt -0.826106 0.0425804
R? 0.93 0.96

a: porcentaje de amplitud; t: tiempo; Niveles de significancia: 2, p < 0.0001; b,
p <0.001;¢ p<0.01; 9 p<0.05.

Los coeficientes de regresion y las probabilidades significativas de los efectos
lineales, cuadraticos y de interaccion de las variables de respuesta sobre la actividad

antioxidante del aceite, se presentan en la Tabla 12.

La amplitud influyé significativamente en la actividad antioxidante del aceite en su
término lineal (< 0.0001 DPPH y < 0.001 ABTS) asi como cuadratico (< 0.001 DPPH
y ABTS), por lo cual la actividad antioxidante es sensible al porcentaje de amplitud; lo

gue se explicéd anteriormente en la Figura 11.

Para determinar las condiciones éptimas de las variables de extraccién de aceite de
semillas de tuna por termoultrasonido, con una elevada actividad antioxidante, se
realizd una superposicion de las gréficas tridimensionales de superficie de respuesta

expuestas en la Figura 11.
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7.5. Optimizacion de las condiciones para la extraccion de aceite de

semillas de tuna por termoultrasonido

Las condiciones Optimas de extraccion fueron seleccionadas de acuerdo a la
superposicion de las graficas tridimensionales de superficie de respuesta, en las
cuales, se observa el efecto de las variables de extraccion sobre la actividad

antioxidante del aceite de semillas de tuna recuperado por termoultrasonido.
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Figura 12. Condiciones 6ptimas de la termoultrasonicacion para la extraccion de

aceite de semillas con elevada actividad antioxidante.

La Figura 12 muestra la optimizacion de la extraccion por termoultrasondio del aceite
de semillas, donde se considero los valores mas altos de actividad antioxidante
adquiridos por las determinaciones de ABTS y DPPH. Los resultados obtenidos
sefialan que una amplitud de 78% y un tiempo de 10 min (tratamiento 8), son las

condiciones Optimas para extraer el aceite de las semillas. En la zona Optima, los
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valores de la actividad antioxidante fueron de 66.25 mgEAA/100 g aceite y 289
MMOIET/100 g de aceite para ABTS y DPPH, respectivamente.

En base a los datos obtenidos, se realiz6 una extraccion bajo las condiciones antes
mencionadas (78 % amplitud; 10 min), con el fin de comprobar la reproducibilidad de

este trabajo.

7.6. Reproducibilidad del modelo

En la Tabla 13 se exponen los valores predichos por el modelo de superficie de

respuesta y los obtenidos en el analisis experimental.

Tabla 13. Reproducibilidad del modelo de superficie de respuesta

Determinacion Valores predichos Valores experimentales
ABTS 66.252 48.38°
DPPH 2892 202.13°

abDijferentes letras indican diferencias significativas (p < 0.05) entre tratamientos

de acuerdo a la prueba t — student para una muestra.

Se percibe que los valores experimentales de la actividad antioxidante por ambas
determinaciones (ABTS y DPPH) fueron significativamente menores (p < 0.05) con
respecto a los valores predichos por el modelo de superficie de respuesta.

7.7. Comparacion del rendimiento, actividad antioxidante y actividad
antimicrobiana del aceite obtenido por los diferentes métodos de

extraccion

Como ya se mencion6 anteriormente, los métodos que emplean disolventes han sido
considerados como métodos estandares para la extraccion de aceites. Los mas
comunmente utilizados son el método de Soxhlet y el método de maceracion (Bimakr
y col., 2012), por lo que en este estudio se compard la extraccion optimizada de

termoultrasonido con los métodos de Soxhlet y maceracién, en términos de
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rendimiento de extraccién, actividad antioxidante y actividad antimicrobiana del aceite

de semillas de tuna.

7.7.1. Rendimiento de extraccion

La comparacion del rendimiento de aceite recuperado por termoultrasonido y los
métodos convencionales se muestra en la Figura 13. Se ha comprobado mediante
distintos estudios que la extraccion asistida por ultrasonido es més eficiente que la
extraccion por meétodos tradicionales (Azuola y Vargas, 2007; Goula, 2013), sin
embargo los resultados de este estudio, indicaron que el rendimiento del aceite
extraido por termoultrasonido fue significativamente menor que el obtenido por el
método de Soxhlet y el recuperado por el método de maceracion, con valores de

5.11 + 0.46 %, 7.49 £ 0.00 % y 5.72 £ 0.15 %, respectivamente.
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Figura 13. Rendimiento de extraccion de aceite por los diferentes métodos de
extraccion. 2 b ¢ Diferentes letras indican diferencias significativas (p < 0.05) entre

tratamientos.

A diferencia de estos resultados, Goula (2013) obtuvo un mayor rendimiento con el

método de extraccion asistida por ultrasonido que con los convencionales, esto
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puede ser debido al tipo de ultrasonido que utilizé para la extraccion del aceite de
semillas de granada, ya que, a comparacion del utilizado en este estudio, no es un
equipo cerrado y la muestra estuvo en contacto directo con el hexano al aplicarse la

sonicacion.

A pesar de los métodos utilizados para la extraccion, los porcentajes de los aceites
obtenidos son similares con los reportados en otros estudios realizados en las
semillas de tuna de Opuntia ficus indica de 4.58 % (Labuschagne y Hugo, 2010), 5.5
% (Tlili y col., 2011), 6.5 % (Zine y col., 2013), sin embargo fueron menores a los de
8.4 % (Chougui y col., 2013), 8.93 % (Matthaus y Ozcan, 2011) y 9.7 % (Yeddes y
col., 2012).

Las diferencias en el contenido pueden ser debidas a las condiciones climaticas, ya
que los factores medioambientales, tales como luz, temperatura y estrés hidrico,
afectan los niveles de aceite (Matthaus y Ozcan, 2011; Tlili y col., 2011). Otros
factores que afectan son el lugar de origen (Zine y col., 2013), el cultivo y el método y
las condiciones de extraccion empleadas para su obtencién (Ramadan y Morsel,
2003; Yeddes y col., 2012). Los factores mas importantes a considerar en este
contexto, son las diferencias en las condiciones del proceso de extraccion del aceite.

a) Tiempo de extraccion

Como ya se menciond anteriormente, el mayor rendimiento de aceite fue obtenido
por el método de Soxhlet, esto se debe a que este método convencional mantiene la
muestra en continuo contacto con el disolvente por un largo periodo de tiempo (4 — 6
horas), realizando ciclos repetidos de lavado de la muestra, con el fin de lograr la

extraccion de la mayor parte de la materia grasa (Kirk y col., 2002).

Mientras que, en la extraccion por termoultrasonido, se obtuvo el menor rendimiento
de aceite (5.11 %), lo cual se puede atribuir al corto tiempo en el que se lleva a cabo
la extraccidn por este método, sin embargo es similar con el obtenido por el método

de maceraciéon (5.72 %), a pesar de que este Ultimo emplea un largo periodo de
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tiempo para la extraccion del aceite (24 horas). Por lo antes mencionado, puede
decirse que el tiempo, por si solo, no es una condicion influyente para la extraccion

del aceite.
b) Porcentaje de amplitud

En cuanto a la frecuencia de generacion de las ondas sonoras (porcentaje de
amplitud), en comparacion con los meétodos convencionales utilizados, en el
fendbmeno de cavitacion, los efectos de vibracion mecéanica, para la generacion de
estas ondas en un medio liquido, pueden incrementar la efectividad de transferencia
de masa, que mejora la eficiencia de la extraccion (Ashokkumar y col., 2010). Es
decir, como la onda ultrasénica viaja a través del medio liquido a alta amplitud,
crecen y colapsan mas burbujas en un corto tiempo, lo cual facilita la rehidratacion
del tejido, causando un agrandamiento de los poros de las paredes celulares,
acelerando su ruptura y facilitando la penetracion del disolvente (Vinatoru, 2001;
Azuola y Vargas, 2007; Zhang y col.,, 2008). Lo cual indica que se pudo haber
obtenido una mayor cantidad de aceite de las semillas con este método en menor

tiempo comparado con los métodos de Soxhlet y maceracion.
c) Temperatura

Samaram y col. (2013), quienes compararon el rendimiento del aceite de semillas de
papaya por extraccidon asistida por ultrasonido y extraccién por disolventes,
encontrando un mayor porcentaje de recuperacion de aceite con el método de
Soxhlet; indican que una temperatura elevada incrementa el porcentaje del aceite
recuperado. Los resultados obtenidos en este estudio muestran que el mayor
rendimiento de aceite fue extraido por el método de Soxhlet, por lo que son
comparables con los obtenidos por Samaram y col. (2013).

Sin embargo, durante el proceso de sonicacion, las burbujas generadas en el
fenbmeno de cavitacion incrementan la difusion de gases, debido al ciclo de

compresion y expansion, los cuales hacen que la burbuja se expanda hasta alcanzar
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un punto en donde la energia proporcionada por el ultrasonido no es suficiente para
retener la fase de vapor en la burbuja, produciendo una rapida condensacion. Las
moléculas condensadas colisionan violentamente, creando un choque de ondas, que
ocurren en un tiempo muy corto (< 1 us). Este choque crea regiones de muy alta
temperatura y presion que alcanza hasta 5,000 °C y 50,000 kPa (Piyasena y col.,
2003; Ashokkumar y col., 2010). Lo que indica que se puede obtener un porcentaje

alto de aceite por este método.

No obstante, Zhang y col. (2008), quienes evaluaron la extraccion asistida por
ultrasonido del aceite de semillas de linaza, encontraron que las burbujas pueden
colapsar facilmente a temperaturas altas, reduciendo asi la intensidad de la mejora
de la transferencia de masa. Por otro lado Zhang y col. (2005), al estudiar las
condiciones de la extraccion asistida por ultrasonido en el aceite de semillas de pino
coreano, encontraron que una temperatura elevada puede ser una desventaja para la
estabilidad de los acidos grasos insaturados, decreciendo la calidad del aceite y

deteriorando los fitonutrientes presentes en él.

Es por lo anterior que, en este estudio la extraccion del aceite se realiz6 a una
temperatura de 25 °C, regulada mediante un recipiente de doble capa, razén por la
cual es posible que se obtuviera aceite en menor cantidad que con el método
Soxhlet. También es probable que al no utilizar temperaturas elevadas, la calidad de
los acidos grasos y el contenido de fitonutrientes de los aceites obtenidos por los
métodos de termoultrasonido y maceracion, sea mejor que el extraido por método de
Soxhlet. Sin embargo es necesario realizar mas estudios para comparar la calidad de
los acidos grasos del aceite de semillas de tuna recuperado por los diferentes

métodos de extraccion.

7.7.2. Actividad antioxidante

Los métodos para la determinacion de actividad antioxidante, se basan en distintos

sistemas generadores de radicales libres. Debido a la complejidad de los procesos

aria de los Augeles Ortega Ortega 57



RESULTADOS Y DISCUSION

de oxidacion, no existe un método que refleje completamente el perfil antioxidante de
una muestra, por lo que es ideal trabajar con varios métodos (Agudo, 2010). Es por
ello que en este estudio se utilizaron los métodos de ABTS y DPPH, los cuales
pueden realizarse tanto en muestras hidrosolubles como liposolubles (Agudo, 2010;
Kedare y Singh, 2011; Elfalleh y col., 2012).

En la Figura 14, se expresan los resultados obtenidos de la actividad antioxidante por
el método de capacidad de captacion del radical ABTS™, del aceite obtenido por los
diferentes métodos de extraccion. Los resultados indicaron que el aceite obtenido por
el método de termoultrasonido mostr6 un valor de actividad antioxidante
significativamente menor (45.40 + 0.67 mgEAA/100 g), que el obtenido por el método
de Soxhlet (54.33 + 0.84 mgEAA/100 g), mientras que con el del método de
maceracion no se observaron diferencias significativas (45.40 + 0.50 mgEAA/100 g).
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Figura 14. Actividad antioxidante por la determinacion de ABTS del aceite de semilla
de tuna verde extraido por los diferentes métodos. 2 b ¢ Diferentes letras indican

diferencias significativas (p < 0.05) entre tratamientos.

En cuanto a la actividad antioxidante determinada por el método de DPPH, el aceite

extraido por termoultrasonido presenté un valor significativamente mayor (183.88 *
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2.04 pmolET/100 g) que el del aceite obtenido por maceracion (155.89 + 2.54
MMOIET/100 g), pero significativamente menor que el del aceite recuperado por
Soxhlet (266.60 + 1.97 umolET/100 g), tal como se muestra en la Figura 15.
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Figura 15. Actividad antioxidante por la determinacién de DPPH del aceite de
semilla de tuna verde extraido por los diferentes métodos. 2 b ¢ Diferentes letras

indican diferencias significativas (p < 0.05) entre tratamientos.

Por el contrario de los resultados obtenidos en este estudio, observados en las
Figuras 14 y 15, Bimakr y col. (2012), encontraron que el aceite de semilla de melon
chino, recuperado por extraccién asistida por ultrasonido, mostré valores mayores de
actividad antioxidante que los adquiridos por el método de Soxhlet. Esto puede ser
debido al tipo de ultrasonido que utilizaron en ese estudio para la extraccién del
aceite, ya que en comparacion con el utilizado en esta investigacion, no es un equipo
cerrado y la muestra estuvo en contacto directo con el hexano al aplicarse la

sonicacion.

Por otro lado, considerando la frecuencia de generacion de las ondas sonoras,
cuando una onda de ultrasonido de gran amplitud, se mueve a través del disolvente,

se crean y colapsan mas burbujas. Bajo estas condiciones se puede promover la
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liberaciobn de compuestos con propiedades antioxidantes, por lo que la naturaleza y
el nivel de estos compuestos dependen del % de amplitud utilizado (Da Porto y col.,
2013). Sin embargo, también se pueden presentar cambios significativos en la
composicién del aceite debido al tratamiento ultrasonico utilizado (Chemat y col.,
2004b; Jiménez y col., 2007).

Los efectos biofisicos del ultrasonido en soluciones acuosas son clasificados como
efectos térmicos, de cavitacion y efectos directos (Jana y col., 1990). El colapso de
las burbujas en un periodo corto de tiempo, conduce a la acumulacién de energia
momentanea, donde la temperatura esta por encima de los 5,000 °C y presiones de
aproximadamente 50,000 kPa (Piyasena y col., 2003; Chemat y col.,, 2004c;
Ashokkumar y col., 2010).

Este fendmeno puede causar la oxidacion lipidica a través de tres mecanismos, los
cuales pueden actuar solos o combinados. El primer mecanismo es puramente
térmico, debido a las altas temperaturas originadas por la cavitacion (Piyasena y col.,
2003; Chemat y col., 2004c; Ashokkumar y col., 2010). El segundo es debido a la
generacion de radicales libres por sonolisis, y el tercero debido a las fuerzas
mecanicas creadas por las microcorrientes y colapso de las ondas (Chemat y col.,
2004c).

En cuanto al mecanismo térmico, es probable que al acumularse la energia causada
por la cavitacién, elevandose momentaneamente la temperatura a 5,000 °C,
ocurriera la degradacion de los compuestos bioactivos presentes en el aceite que
son termosensibles (Bimakr y col., 2012), es decir la autooxidacion de acidos grasos,
principalmente los acidos linoleico y oleico, disminuyendo su concentracion y

expresando menor actividad antioxidante que con el método de Soxhlet.

Por otro lado, la aplicacion de ultrasonicacion a un medio liquido puede conducir a la
formacion de radicales libres, que pueden, o no ser, benéficos. El agua puede ser
dividida, por el fendmeno de sonolisis, en OH" y H* y se puede producir peroxido de
hidrogeno (Earnshaw, 1998). Es posible que al aplicar la termoultrasonicacion, para
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la extraccion del aceite, ocurrio la oxidacion de algunos de sus componentes
antioxidantes por los radicales OH" y H*, acidos grasos principalmente, presentando

menor actividad antioxidante que el obtenido por el método de Soxhlet.

El aceite extraido por termoultrasonido mostré un valor significativamente mayor de
actividad antioxidante por DPPH, que el adquirido del aceite por maceracion (Figura
16), lo cual indica que, a pesar de la oxidacibn de una parte importante de
compuestos bioactivos, generada a partir de los efectos biofisicos de la
termoultrasonicacion, la cantidad de compuestos antioxidantes aun presentes en el
aceite de semillas de tuna, extraido por termoultrasonido, es mayor que los
presentes en el aceite obtenido por maceracion. Sin embargo, también es importante
conocer la composicion de dichos aceites, asi como la concentracion de sus

componentes, por lo que se requiere realizar estudios posteriores.

7.7.3. Actividad antimicrobiana

Los agentes antimicrobianos tienen como principal objetivo, ejercer una accion letal
(Calvo y Martinez — Martinez, 2009) o simplemente inhibir el crecimiento de
microorganismos presentes en el alimento, por medio del control en los procesos
naturales del deterioro de alimentos. Actualmente se sabe que los aceites tienen un
uso potencial en los alimentos, especialmente en frutas y vegetales frescos, pueden
llegar a convertirse en una alternativa natural para reducir, o suplir a los agentes

antimicrobianos sintéticos en la industria alimentaria (Fisher y Phillips, 2008).

Estudios actuales reportan que los aceites son efectivos contra bacterias patdogenas
Gram negativas y Gram positivas, al igual que contra mohos, levaduras y algunos
mohos que producen micotoxinas (Salman y col., 2008; Kesari y col., 2010; Reyes —
Jurado y col., 2014). En el presente trabajo se evalué la actividad antimicrobiana
contra dos bacterias Gram negativas (Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa) y

una Gram positiva (Staphylococcus aureus).
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En la Tabla 14 se muestran los resultados obtenidos de la actividad antimicrobiana
del aceite de semillas de tuna, extraido por los diferentes métodos. Se observéd que
los aceites extraidos por los tres métodos, presentaron actividad antimicrobiana

contra Staphylococcus aureus y Escherichia coli.

Tabla 14. Actividad antimicrobiana del aceite de semillas de tuna extraido

por los diferentes métodos.

Diametro de zona de inhibicion (mm)
Aceite Control + Control -

Staphylococcus aureus (Gram positiva)

Termoultrasonido 9.17 £ 0.29°8 18.89+1.54 ND
Soxhlet 9.50 £ 0.872 18.78 + 1.64 ND
Maceracion 9.78 + 0.692 18.11 +1.17 ND
Escherichia coli (Gram negativa)

Termoultrasonido 7.78 £0.19? 15.56 £ 2.12 ND
Soxhlet 7.56 £ 0.19? 15.33 £ 2.65 ND
Maceracion 7.56 + 0.38? 14.00 £ 2.33 ND

Pseudomonas aeruginosa (Gram negativa)

Termoultrasonido ND 12.56 + 0.38 ND
Soxhlet ND 12.22 +0.38 ND
Maceracion ND 12.78 £+ 0.38 ND

66.67 pL aceite; Control +: Ampicilina (Disco 10 ug; Staphylococcus aureus y
Escherichia coli) y Estreptomicina (Disco 10 pg; Pseudomonas aeruginosa);
Control -: Hexano; ND: Inhibicién no detectada; + Desviacion estandar; & ° ¢ Letras

diferentes indican diferencias significativas (p < 0.05) entre tratamientos.

El aceite obtenido por maceracién, mostré6 una mayor zona de inhibicién (9.78 mm)
sobre Staphylococcus aureus que los extraidos por Soxhlet (9.50 mm) vy
termoultrasonido (9.17 mm), los cuales no mostraron diferencias estadisticamente

significativas entre ellos (Tabla 14).

Con lo que respecta a Escherichia coli, los resultados indicaron que el aceite
termoultrasonicado presentd una mayor zona de inhibicion (7.78 mm) que los aceites
extraidos por Soxhlet (7.56 mm) y maceracion (7.56 mm). Estos resultados no

mostraron diferencias estadisticamente significativas entre si (Tabla 14).
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El no encontrar diferencias estadisticamente significativas, puede ser debido a la
similitud en la concentracion de los compuestos de los aceites obtenidos por cada
meétodo, ya que las propiedades antimicrobianas son debidas a los compuestos
quimicos presentes en los aceites. Considerando la gran variabilidad de estos
compuestos, es probable que la actividad antimicrobiana que presentaron se atribuya
a una accién combinada de varios de ellos sobre partes localizadas de las células
microbianas (Reyes — Jurado y col., 2014; Zekaria, 2015). Por lo que se requiere
identificar los compuestos antimicrobianos presentes en el aceite en estudios

posteriores.

Cabe mencionar que las zonas de inhibicion del aceite contra Staphylococcus aureus
y Escherichia coli, fueron menores que las de los controles positivos, tal como puede
ser visto en la Tabla 14, lo cual indica que dichos microorganismos son resistentes al

aceite de semillas de tuna.

Por otro lado, el aceite obtenido por los tres métodos no presentd actividad contra
Pseudomonas aeruginosa a las concentraciones utilizadas (Tabla 14). Esto puede
deberse a que la actividad antimicrobiana del aceite depende principalmente de los
componentes quimicos presentes en el aceite, el tipo de microorganismo al que va a
atacar y a las caracteristicas propias de la bacteria (Livermore, 2002; Salman y col.,
2008; Reyes — Jurado y col., 2014; Zekaria, 2015).

Es posible que los componentes del aceite obtenido en este estudio pudieron ejercer
su accion en algunas de las estructuras o funciones bacterianas de Escherichia coli,
por ejemplo, inhibiendo la sintesis de la pared bacteriana, bloqueando los
mecanismos de resistencia, alterando la integridad de la membrana citoplasmica,
impidiendo la sintesis de proteinas, bloqueando la sintesis o las funciones de los
acido nucleicos o inhibiendo la actividad de ciertas enzimas presentes en las

bacterias (Livermore, 2002; Reyes — Jurado y col., 2014).

Generalmente los aceites son ligeramente mas activos frente a bacterias Gram

positivas que frente a las Gram negativas, sin embargo hay bacterias Gram
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negativas mas resistentes, debido principalmente a que su membrana externa es
menos permeable. Los lipopolisacaridos presentes en dicha membrana son los
responsables de esta permeabilidad, los cuales restringen la difusion de compuestos
(Viuda — Martos y col., 2011; Feas y col., 2013; Reyes — Jurado y col., 2014; Zekaria,
2015). Por lo tanto, es posible que Pseudomonas aeruginosa sea mas resistente,

comparada con Escherichia coli.

Aunque también es posible que las paredes celulares de Pseudomonas aeruginosa,
pudieran haber sufrido cambios estructurales de la fase logaritmica a la fase
estacional, logrando una estructura dinAmica que se puede adaptar a los cambios
fisiolégicos (Lv y col., 2011). Otra posibilidad de resistencia por parte de esta bacteria
es la sobre regulacion de los sistemas de exclusion, lo cuales expulsan del interior de
la bacteria a compuestos antimicrobianos antes de que estos causen alguna

desorganizacion de las estructuras bacterianas (Poole, 2001).

Lo anterior no quiere decir que el aceite no tenga efecto contra este microorganismo,
sino que pudiera haber un efecto retardado de la actividad antimicrobiana, por lo que
para lograr el mismo efecto que en las otras bacterias, es posible que se requiera de
un mayor tiempo de exposicion al aceite o0 una mayor concentracion de este (Reyes
— Jurado y col., 2014).

También se evalud la CMI de los aceites obtenidos por los diferentes métodos de
extraccion (Tabla 15). La CMI evaltua la cantidad minima del agente antimicrobiano
gue impide el crecimiento visible de un niumero concreto de UFC del microorganismo

(Reyes — Jurado y col., 2014).

Los valores de la CMI para Escherichia coli, de los aceites extraidos por
termoultrasonido, Soxhlet y maceracion fueron 28.74, 29.22 y 29.39 pug/ul,
respectivamente, mientras que para Staphylococcus aureus, fueron de 13.03, 13.45 y
11.58 ug/ul respectivamente, los cuales no mostraron diferencias significativas entre
ellos (Tabla 15).
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Tabla 15. Concentracién minima inhibitoria del aceite de semillas de tuna obtenido por los

diferentes métodos de extraccion.

Microorganismo Termoultrasonido Soxhlet Maceracion

Escherichia coli 28.74 + 1.16° 29.22+1.17°8 29.39 + 0.39°

Staphylococcus aureus 13.03 +1.99% 13.45+1.19% 11.58 +2.71*
Pseudomonas aeruginosa ND ND ND

CMI dada en pg/pL; ND: Inhibicién no detectada; + Desviacion estandar; & b ¢ Letras diferentes indican

diferencias significativas (p < 0.05) entre tratamientos.

Staphylococcus aureus fue la bacteria mas sensible al aceite de semillas de tuna
(Tabla 15). Se ha reportado que las bacterias Gram negativas son mas resistentes a
antimicrobianos de origen vegetal, tal como los aceites, que las bacterias Gram
positivas, esto puede deberse a las diferencias estructurales de las paredes celulares
de la bacteria, anteriormente mencionadas (Viuda — Martos y col., 2011; Feas y col.,
2013; Reyes — Jurado y col., 2014; Zekaria, 2015). Staphylococcus aureus es una
bacteria Gram positiva, por lo que una sola pared celular haciéndola mas susceptible

a la acciéon de los antimicrobianos.

7.8. Efecto de la termoultrasonicacidn sobre la estructura de la semilla de

tuna evaluado por microscopia electronica de barrido

Varios métodos de extraccion producen cambios fisicos distinguibles en el material
estudiado (Chemat y col., 2004b), por lo que en este estudio, para entender el
mecanismo del termoultrasonido utilizado para la extraccién del aceite de semillas de

tuna verde, se realiz6 una evaluacion de la semilla por MEB.

Las micrografias del polvo de la semilla, antes y después de ser sometido al
tratamiento por termoultrasonido, se muestran en las Figuras 16A y 16B
respectivamente, a las magnificaciones de a) 2,000X, b) 1,000X y c) 500X; en las
cuales se puede observar claramente el dafio celular causado por el tratamiento de
termoultrasonido, asi como percibir las variaciones en la forma y tamafo de las

particulas.
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Figura 16. Micrografias de la estructura del polvo de la semilla de tuna A) antes y B) después del

tratamiento por termoultrasonido. a) 2,000X, b) 1,000X, c) 500X. a. Granulo de almidon.

En la Figura 16A se pueden identificar estructuras de la pared celular de la semilla
integras, a pesar de la molienda previa. También se pueden apreciar algunos de los
almidones bien definidos. A diferencia de ésta, en la Figura 16B se observan los
cambios estructurales sobre la superficie del polvo, notandose que no hay partes
celulares relevantes que puedan ser identificadas. Esto debido a que el fenédmeno de
cavitacion, de la extraccion por termoultrasonido, es capaz de fragmentar todas las

estructuras de los tejidos celulares de la semilla (Earnshaw, 1998; Vinatoru, 2001).

Ho y col. (2014) obtuvieron resultados parecidos a los de este estudio cuando
evaluaron las semillas de Misai Kucing, argumentado que las delgadas paredes
celulares no son capaces de resistir el estrés causado por las condiciones de
extraccion por la ultrasonicacion, principalmente a la presion y temperatura
generadas por el colapso de las microburbujas de cavitacion, y con ello facilitando el
rompimiento de dichas estructuras.
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Al igual que Ho y col. (2014), Li y col. (2012) y Zhang y col. (2008), evaluaron los
efectos de la ultrasonicacion sobre la microestructura de la semillas de isatide y
linaza, respectivamente; encontrando que el procedimiento del ultrasonido rompe las
estructuras de las semillas, y con ello mejora la eficiencia de la transferencia del

aceite de la semilla al disolvente.
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VIll. Conclusiones

El rendimiento de extraccion del aceite por termoutlrasonido, es proporcional al

aplicar un mayor porcentaje de amplitud, independientemente del tiempo.

La actividad antioxidante del aceite obtenido por termoultrasonicacion, es
significativamente influida por el porcentaje de amplitud, aumentando al disminuir el
porcentaje de amplitud. Se observa el mismo efecto en los dos meétodos de
evaluacion de actividad antioxidante utilizados (ABTS y DPPH).

La metodologia de superficie de respuesta permitié la optimizacion del proceso de
extraccion de aceite de semillas por termoultrasonido, con elevada actividad
antioxidante. La condicion oOptima de proceso obtenida fue de 78 % de amplitud

durante 10 min.

El rendimiento de extraccion de aceite obtenido por termoultrasonido es un proceso
eficaz ya que el tiempo requerido para realizar la extraccidbn es menor, comparado

con los métodos convencionales.

La actividad antioxidante por ABTS del aceite extraido por termoultrasonido, se
comportd de manera similar (p > 0.05) al obtenido por maceracion.

El aceite extraido por termoultrasonido presenta mayor actividad antioxidante por la

determinacién de DPPH comparado con el aceite por maceracion.

La extraccién de aceite por Soxhlet presenta mayor actividad antioxidante (ABTS y

DPPH) comparado con termoultrasonido y maceracion.

El aceite de semillas de tuna presenta actividad antimicrobiana sobre Escherichia coli
y Staphylococcus aureus, sin embargo no se observan diferencias significativas entre

los métodos de extraccion utilizados.

Los aceites obtenidos por los tres métodos de extraccion no presentan inhibicion

contra Pseudomonas aeruginosa.
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La MEB demuestra que la termoultrasonicacion fragmenta la estructura de la semilla

de tuna facilitando la extraccion del aceite.

El termoultrasonido es un método alternativo para la extraccion de aceite de semillas
de tuna, teniendo ciertas ventajas en cuestion de tiempo de proceso que los métodos
convencionales utilizados, y obteniendo un aceite que conserva sus propiedades
antioxidantes y antimicrobianas, las cuales pueden ser utlizadas con fines

alimenticios favoreciendo la salud humana.
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IX. Recomendaciones

Al realizar la extraccion de aceite de semillas de tuna por termoultrasonido se obtiene
una fase acuosa, la cual podria poseer actividad antioxidante, por lo que es

necesario evaluar su actividad antioxidante asi como su actividad antimicrobiana.

Se sugiere realizar mas determinaciones de actividad antimicrobiana sobre

Pseudomonas aeruginosa utilizando concentraciones mas elevadas de aceite.

Se recomienda determinar la composicion del aceite para identificar los compuestos
gue presentan las propiedades antioxidantes y antimicrobianas del aceite, identificar
los componentes que pudieran afectar la utilizacion de esté aceite en la industria
alimentaria como aditivo alimenticio, tal como la presencia y concentracion de

metales, asi como realizar pruebas toxicolégicas de dicho aceite.
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ANEXOS

XI.

Anexos

Anexo 1

Curva de calibracion para la determinacion de ABTS
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Anexo 2

Curva de calibracion para la determinacién de DPPH
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