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RESUMEN

Juarez-Rafael, Maria de la Luz. M. C. en Alimentos. Instituto Tecnoldgico de
Tuxtepec. Febrero, 2017. Caracterizacion de la semilla y aceite de moringa
(Moringa oleifera) extraido por ultrasonido. Director (a): Dra. Cecilia Eugenia
Martinez Sanchez, Co-director: Dr. Erasmo Herman y Lara.

Actualmente existe una busqueda y revalorizacion de fuentes naturales que puedan
ser aplicables al desarrollo de alimentos, los cuales interfieran en la nutricién y a la
vez proporcionen efecto benéfico a la salud. En ese contexto se encuentran las
semillas de moringa (Moringa oleifera), especie vegetal con un alto contenido de
aceite y proteinas. Sin embargo, no es aprovechado en el ambito alimenticio. Por lo
tanto, el objetivo de este trabajo fue caracterizar las propiedades fisicas del fruto
(vaina, semilla y almendra) y fisico-quimicas del aceite de moringa (Moringa
oleifera) extraido por ultrasonido. Se determinaron las dimensiones lineales de las
vainas, semillas y almendras con el uso del vernier, también se determind sus
propiedades gravimétricas y friccionales. Asi mismo se le determino los parametros
a*, b*, C*, h° y AE y analisis quimico proximal en la harina de almendra de moringa.
El aceite se obtuvo por extraccion por ultrasonido de acuerdo a un disefo de
experimentos central compuesto, con 3 variables independientes: proporcion
muestra/solvente (hexano) (X1) (6 - 20 g/mL), temperatura (X2) (30 - 40 °C) y tiempo
de ultrasonicado (X3) (10 - 30 min) y 6 variables de respuesta [rendimiento,
eficiencia, indice de perdxidos (IP), acidos grasos libres (AGL), p-anisidina (p-I1A) y
valor totox (VT)]. Posteriomente, se realiz6 una optimizacion numerica para
encontrar los mejores tratamientos y a los cuales se les determiné: todos los
parametros de color , indice de refraccion, densidad, perfil de acidos grasos, perfil
térmico, indice de yodo, indice de saponificacién, identificacion y cuantificacion de
fitoesteroles y tocoferoles, y su capacidad antioxidante de los compuestos
bioactivos. De acuerdo a los valores promedios de las dimensiones caracteristicas
(longitud, anchura y espesor) de la vaina, semilla y almendra, las vainas presentaron
valores mayores seguido de las semillas. En base al contenido de masa, la parte
comestible de la vaina fue de 1.48% y el 64% en la semilla. Con respecto a la
densidad aparente, densidad real y porosidad oscilaron entre 0.48-0.72 g/cm3, 0.29-
0.46 g/cm3y 41-36.27% en la semilla y almendra, respectivamente. Las semillas
mostraron valores mas altos en esfericidad (1.04-0.95%), volumen (0.52-0.17 cm3),
didmetro geométrico (0.97-0.70 cm) y aritmético (0.97-0.71 cm). El angulo de reposo
de la semilla (83.41°) y almendra (83.18°) no mostraron diferencia estadisticamente
significativa (p<0.05). Tanto las semillas como almendras mostraron coeficiente
estatico de friccion minimo en el acero inoxidable (0.35-0.32) y maximo en el caucho
(1.03-1.13). La fuerza de ruptura fue significativamente (p<0.05) mayor para las
almendras (11799.89 N) ecomparacion con las semillas (34826.58 N). La harina de



la almendra mostrd en su mayor proporcién lipidos (46.27%), seguido de proteinas
(40.03%). Los analisis de color de harina de almendra de moringa mostraron los
siguientes valores: L*=73.67, a*=1.82, b*=18.56, C*=18.64, h°=84.23 y AE= 31.64.
El rendimiento de los tratamientos de extraccion varié de 389.46 a 438.69 g/kg con
una eficiencia de extraccién de 887.76 a 999.97 g/kg, con la siguiente estabilidad
oxidativa: IP (1.13-2.26 meq Oz /kg), p-1A (0.43-5.14), AGL (0.88-1.13 %) y VT (2.16-
10.23). Los resultados del rendimiento, eficiencia y estabilidad oxidativa de la
extraccion del aceite de la semilla de moringa mostraron efecto estadisticamente
significativo (p<0.05), obteniéndose 3 condiciones Optimas de extraccion:
proporcion de muestra/hexano de 1:17.16, 1:17.16 y 1:16.58 (p/v); con una
temperatura de 50.99, 44.75 y 53.73 °C y un tiempo de extraccién de 25.95, 14.09
y 25.95 min, identificadas como Tratamiento 1 (T1), Tratamiento 2 (T2) y
Tratamiento 3 (T3), respectivamente. La validacion experimental verificd la
confiabilidad de las condiciones 6ptimas de extraccion por ultrasonido. Se encontré
la presencia de 7 acidos grasos (C18:0, C16:0, C16:1, C18:1, C18:2, C20:0y C22:0)
en los tres tratamientos, encontrandose en mayor proporcion el acido graso
monoinsaturado (C18:1). Los tres tratamientos presentaron diferencia
estadisticamente significativa (p<0.05) en densidad (0.92, 0.93 y 0.94 mg/mL),
indice de saponificacion (152.12, 154.77 y 158.47 mg KOH/g) y en todos los
parametros de L*, b*, C*, h® y AE. Sin embargo, el indice de refraccion (1.46), indice
de yodo (63.30, 63.28 y 63.30 g 12/100 g de aceite) y el perfil térmico no presentaron
diferencias estadisticamente significativa (p<0.05). El analisis de LC-APCI*-MS
demostré la presencia de a-tocoferol en los tres tratamientos, quienes no
presentaron diferencias significativas (p<0.05). Sin embargo, el T2 y T3 fueron
significativamente diferentes (p<0.05) en el contenido de y- tocoferol [T1 (109.50),
T2 (99.34) y T3 (121.75)] y d-tocoferol [T1 (6.85), T2 (6.07) y T3 (8.46)]. Con
respecto al contenido de ergosterol, campesterol y estigmasterol en los tres
tratamientos no presentaron diferencia significativa (p<0.05) pero en las
concentraciones de [3-sitosterol presentaron diferencia significativa en cada uno de
los tratamientos [T1 (1307.03), T2 (986.95) y T3 (1094.66)]. Los tocoferoles y
fitoesteroles presentes en los tratamientos presentaron actividad antioxidante con
el ensayo de la Capacidad de Absorcion de Radicales de Oxigeno (por su sigla en
ingles ORAC). Las condiciones favorables para la extraccion de cantidades
elevadas de esos compuestos secundarios, contenido del C18:1 y el mejor
parametro de calidad del aceite se obtuvieron con el T1, es decir con las siguientes
condiciones de extraccion: proporcion de muestra/hexano de 1:17.16 (p/v), con una
temperatura de 50.99 °C y un tiempo de extraccion de 25.95 min.



ABSTRACT

Juarez-Rafael, Maria de la Luz. Master in Food Science. Instituto Tecnoldgico de
Tuxtepec. February, 2017. Characterization of moringa seed and oil (Moringa
oleifera) extracted by ultrasound. Advisor: Dra. Cecilia Eugenia Martinez
Sanchez, Co-advisor: Dr. Erasmo Herman y Lara.

At present nowadays, there is a search and revaluation of natural sources that may
be applicable to the development of food, which interfere with nutrition and at the
same time provide beneficial effect to health. In this context, the seeds of moring
(Moringa oleifera) are a valuable potential natural source of oil and protein. However
it is not used in the food field. The objective of this work was to characterize the
physical properties of the fruit (pod, seed and almond) and physical-chemical
characterization of moringa oil (Moringa oleifera) extracted by ultrasound. The linear
dimensions of the pods, seeds and almonds were determined using the vernier, their
gravimetric and frictional properties were also determined. Also the parameters a*,
b*, C*, h® and AE and proximal chemical analysis in the moringa almond flour are
determined. The oil was obtained by ultrasonic extraction according to a central
composite design, with 3 independent variables: sample/solvent ratio (X1) (6-20
g/mL), temperature (X2) (30-40 °C) and ultrasound time (X3) (10-30 min) with six
answer variables [yield, efficiency, peroxide index (Pl), p-anisidine (p-Al), free fatty
acids (FFA) and totox value (TV)]. Subsequently, a numerical optimization was
carried out to find the best treatments and all the parameters of color, refractive
index, density, fatty acid profile, thermal profile, iodine index, saponification index,
identification and quantification of phytosterols and tocopherols, and their antioxidant
capacity of bioactive compounds. The pods were the samples with the highest
dimension values (length, width and thickness), folowed by the seeds and almond.
Based on the mass content, the edible part of the pod was 1.48% and 64% in the
seed. With regard to bulk density, real density and porosity, they ranged from 0.48-
0.72 g/lcm3, 0.29-0.46 g/cm?® and from 41-36.27% on seed and almond, respectively.
The seeds showed higher values in sphericity (1.04-0.95%), volume (0.52-0.17 cm?3),
geometric diameter (0.97-0.70 cm) and arithmetic (0.97-0.71 cm). The rest angle of
the seed (83.41°) and almond (83.18°) did not show a statistically significant
difference (p<0.05). Both seeds and almonds showed minimum static coefficient of
friction for stainless steel (0.35-0.32) and maximum for rubber (1.03-1.13). The
rupture strength was significantly (p<0.05) higher for almonds (11799.89 N) than
seeds (34826.58 N). Almond meal contains the highest proportion of lipids (46.27%),
followed by proteins (40.03%). Color analysis of moringa almond flour showed the
following values: L*= 73.67, a*=1.82, b*=18.56, C*=18.64, h°= 84.23 and AE=31.64.



The yield of the extraction treatments varied from 389.46 to 438.69 g/kg with an
extraction efficiency of 887.76 to 999.97 g/kg, with the following oxidative stability:
IP (1.13-2.26 meq O2/kg), p-Al (0.43-5.14), FFA (0.88-1.13%) and TV (2.16-10.23).
The results of the yield, efficiency and oxidative stability of the extraction of the oll
moringa seeds had a statistically significant effect (p<0.05), which obtained 3 optimal
conditions of extraction: sample/hexane ratio of 1:17.16, 1: 7.16 and 1:16.58 (w/v);
With a temperature of 50.99, 44.75 and 53.73 °C and an extraction time of 25.95,
14.09 and 25.95 min, identified as Treatment 1 (T1), Treatment 2 (T2) and Treatment
3 (T3), respectively. Experimental validation verified the reliability of optimal
ultrasound extraction conditions. The presence of 7 fatty acids (C18:0, C16:0, C16:1,
C18:1, C18:2, C20 and C22) was found in all three treatments, being in greater
proportion the monounsaturated fatty acid (C18:1). The three treatments presented
a statistically significant difference (p<0.05) in density (0.92, 0.93 and 0.94 mg / mL),
saponification index (152.12, 154.77 and 158.47 mg KOH/g) and in all the
parameters of L*, b*, C*, h® and AE. However, the refractive index (1.46), iodine
index (63.30, 63.28 and 63.30 g 12/100 g oil) and thermal profile did not present
statistically significant differences (p<0.05). The LC-APCI*-MS analysis showed the
presence of a-tocopherol in the three treatments, which did not present significant
differences (p<0.05). However, T2 and T3 were significantly different (p<0.05) in the
y-tocopherol content [T1 (109.50), T2 (99.34) and T3 (121.75)] and &-tocopherol [T1
(6.85), T2 (6.07) and T3 (8.46)]. There was no significant difference in the
concentrations of ergosterol, campesterol and stigmasterol in the three treatments
(p<0.05), but in the B-sitosterol concentrations there was a significant difference in
each treatment (T1 (1307.03), T2 (986.95) and T3 (1094.66)]. The tocopherols and
phytosterols present in the treatments presented antioxidant activity with the Oxygen
Radical Absorption Capacity (ORAC). The favorable conditions for the extraction of
high amounts of these secondary compounds, C18:1 content and the best oil quality
parameter was found at T1, with the following extraction conditions: sample/hexane
ratio of 1: 17.16 (w/v), with a temperature of 50.99 °C and extraction time of 25.95
min.

Vi



CONTENIDO

RESUIMEN ...ttt ettt ettt ettt e bt s et et e e et e e sbe e s abe e bt e eabeebbesabeenbeesnneenseens iii
ABSTRACT ..ttt ettt ettt et e s hte st et e e et e e b et eab e e eaeesab e e bt e e abeenb e e eab e e bt e enbeenbeeebeenaeeeane v
LISTA DE TABLAS ...ttt ettt ettt eae et b e et e e s ae e e beesaee s abeesbeesaseesaeeebeenaeeeane X
LISTA DE FIGURAS ...ttt ettt ettt ettt ettt et at e et e bt e sabeesbeeebeesntesabeenneeas Xi
1. INTRODUCCION ..ottt ettt ettt ettt ettt et et e et e e s st et es et esesesesenanes 1
2. MARCO TEORICO ...ttt ettt es et es st s s s s s enasesas s en s esas s esasassassenasans 3
2.1 MORINGA (MOoringa OlEifera) .........cccueeiiieieiie ettt cee e see s e e avee e 3
2.1.1 DESCRIPCION BOTANICA ... ettt ettt ettt sttt ettt st ettt e b sne e 3
2.1.2 USO E IMPORTANCIA ...ttt ettt ettt sttt st e st e b e saae s b e sne e 5
2.1.3 SEMILLA DE MORINGA ..ottt ettt ettt et sttt et e e sane e sae e e 5

2.2. ACEITE DE SEMILLA DE MORINGA ...ttt ettt snee e 6
2.2.1. METABOLITOS SECUNDARIOS......coiiiiieeeiieeneenieee et s 7
2.2.2. TOCOFEROLES ...ttt ettt st s 8
2.2.2. FITOESTEROLES ...ttt st s s 9

2.3 METODOS DE EXTRACCION DE ACEITE ....cuvuieniiiinieermeseieeseneesessesseisssessessessesessennens 10
2.3.1 EXTRACCION ASISTIDA POR MICROONDAS ......coetiiteieeeieeeeee e 10
2.3.2. EXTRACCION SUPERCRITICA. .....couttiutirtiiineieeiesiesse ettt 11
2.3.2. EXTRACCION POR ULTRASONIDO .....coovevevrereeerereeeeereeeseseseeeaesese e sese e sesesesenenas 11
2.3.2.1 Mecanismos y Ventaja de la Extraccidn por Ultrasonido..........cccceeevvcuveeennnne 12
2.3.2.1 EqUip0os de UItrasoniCado......c.c.uueieruuiieiiriiieeisiiiee s ssiieeeesseee e esireeesssieeeesnans 13

3. JUSTIFICACION ..ottt ettt ettt ettt sttt ettt sesesenenanas 17
4. OBJETIVOS ...ttt ettt ettt ettt sae e e bt bt e et e e s atesab e e bt e sabeebeeeateesaeesaneesaeeenne 18
4.1 OBJETIVO GENERAL......oiiiiiieeeiti ettt ettt st st sse et be e e 18

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS......ouieieieiieeeeeeeeeeeee e ese s es s es s s s s s s s enanans 18

5. MATERIALES Y METODOS. .....cocoiuiueteriiietetetessssaesesessase e sessssasse s ssaesesesssssesessans 19
5.1 IMATERIALES ...ttt ettt sr e s e e e e s e e nnees 19
5.2 PROPIEDADES FISICAS DE LA SEMILLA.... oottt 19
5.2 1 TAMANO Y FORMA ...ttt ettt 19
5.2.2 PROPIEDADES GRAVIMETRICAS .......ooivevereiiesiete s eses s se s s aes 20
5.2.3 PROPIEDADES FRICCIONALES-FLUIDEZ ........covieiiirieeiieeeeeeeeee e 22

Vii



5.2.3.1 ANGUIO A8 REPOSO ...ttt et ee et e e es e et e et ene e eseneeeeneeessennenenes 22

5.2.3.2 Coeficiente de Friccion Estatico y DiNAMICO .....cccvveeveeeieviciiiieeeeeeee e, 23
5.2.3.3 FUEIZA d& RUPTUIA c..eviiieiiiiiieiee ettt eee e et 24
5.2.4 CAPACIDAD DE HIDRATACION E INDICE DE HIDRATACION .....ccocveeiereeieierenne. 24
5.2.5 CAPACIDAD DE HINCHAMIENTO (CH) E INDICE DE HINCHAMIENTO (Il)............. 25
5.3 ANALISIS QUIMICO PROXIMAL EN LA ALMENDRA DE MORINGA ......ccoovveeerererrnnne. 25
5.4 DETERMINACION DEL COLOR DE LA HARINA DE ALMENDRA DE MORINGA.............. 25
5.5 EXTRACCION DEL ACEITE ...ttt ettt ettt sttt st se e st nsaanns 26
5.5.1 ACONDICIONAMIENTO DE LA SEMILLA ...ttt eeae e e eeenee e 26
5.5.2 EXTRACCION POR ULTRASONIDO .....vviiiieceeeeeieeeeeees ettt 26
5.6 ESTABILIDAD OXIDATIVA .....ceeeeeeeeeee ettt e ettt e e s ette e e e satae e e s e e e e e snaae e s sennnaeaeennnnneeas 27
5.7 COMPOSICION DE ACIDOS GRASODS........coeuieieitereretisetetesessessesesesssessaesesesssssasaesesans 27
5.8 PROPIEDADES FISICO-QUIMICAS DEL ACEITE .....cviuiieeeeieeeceeeeeeeeeeee e 28
5.9 PROPIEDADES TERIMICAS ...ttt ettt ettt ettt et sae ettt va s snane s 29
5.10 IDENTIFICACION Y CUANTIFICACION DE LOS COMPUESTOS FENOLICOS................. 30
5.10.1 EXTRACCION EN FASE LIQUIDA DE LOS COMPUESTOS FENOLICOS................... 30
5.10.2 DETERMINACION DE COMPUESTOS FENOLICOS .....cvouvieeeeeiieeeeeeeeeee s, 31
5.11 METODO LC-APC*-MS PARA LA IDENTIFICACION DE TOCOFEROLES Y
FITOESTEROLES ......eetiie it ettt ettt e e e e ettt e e st ae e e s nte e e e eanaaaeesessaeeesannseeaesnnnnaeenanes 33
5.11.1 PREPARACION DE LA MUESTRA PARA LA IDENTIFICACION Y CUANTIFICACION
DE TOCOFEROLES Y FITOESTEROLES......cccuteeeeeiteee ettt ettt 34
5.12 DETERMINACION DE LA CAPACIDAD DE ABSORCION DE RADICALES DE OXIGENO 34
5.13 DISENO EXPERIMENTAL ...c.viuiiuiteietecteeeeeeee et seeseene e eae s etessenesssasessenestensanssresnas 35
5.13.1 OPTIMIZACION DEL METODO DE EXTRACCION ......ovueveveiiierecrerereeseeee e 36
5.13.2 ANALISIS ESTADISTICO ......cuivivererieeeeectereieeetese et se s ae s seses 36
. RESULTADOS Y DISCUSIONES ......uiitieeeecieiee et eettee e e et e e esnaae e e e sattae e s esnnaeeessnnaeeesennnees 38
6.1 PROPIEDADES FISICAS DE LA SEMILLA......oiiiieeceeteeeeeeeeeee et 38
6.1.1 TAMANO Y FORMA ...ttt ettt ettt ettt sttt ne e 38
6.1.2 PROPIEDADES GRAVIMETRICAS ..ottt sttt ettt 39
6.1.3.1 ANGUIO 08 REPOSO....eeeveeerieeeieeeteteeceeee ettt et esessessssaeaessaneseaesens 42
6.1.3.2 Coeficiente de Friccion Estatico y DiNAmMICO ......ceevvviiieeiiniieeeiiiiee e 42
6.1.3.3 FUEIZA de RUPLUIA ..eiiieiiiiee ettt sttt re e s e s s stee e e e 45
6.1.4 CAPACIDAD HIDRATACION E INDICE DE HIDRATACION ...c.oveuieieieeeeeeeeeeeeae 46

viii



6.1.5 CAPACIDAD DE HINCHAMIENTO E INDICE DE HINCHAMIENTO ......ccoovverurrnnnne 46

6.2 COMPOSICION QUIMICA DE LA HARINA DE ALMENDRA DE MORINGA .......ccoe....... 47
6.3 COLOR EN LA HARINA DE ALMENDRA DE MORINGA ....ooveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeranens 48
6.4 EFECTO EN LA EXTRACCION POR ULTRASONIDO SOBRE EL RENDIMIENTO DEL ACEITE
DE LAS SEMILLAS DE IMORINGA .....eeeeeeeeeeeeeeereeeeseeeeeseesessessesesseessesesessessessessessessessenes 48
6.5 EFECTO EN LA EXTRACCION POR ULTRASONIDO SOBRE LA EFICIENCIA DEL ACEITE DE
LAS SEMILLAS DE IMIORINGA ....eveeeeeeeeeeeeeeeeee e veeeeeeseesessessessesseesesesensessessessessessesseseessenes 51
6.6 EFECTO EN LA EXTRACCION POR ULTRASONIDO EN LA ESTABILIDAD OXIDATIVA DEL
ACEITE DE LAS SEMILLAS DE MORINGA . ......veeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeereeeeeseeseeseeseesessesessssessens 54
6.6.1 INDICE DE PEROXIDO ...eeveeeeeeeeee et eeeeeeeeeeeeeeeeeseseeseesssseseeeesensesessessessessessesssnnens 55
5.6.2 INDICE DE P-ANISIDINA ...ttt et eeeeeeeeeeeeeeeeeeesesesseeeseeesesessessessessessessesseneseens 56
6.6.2 ACIDOS GRASOS LIBRES ....veeveeeeeeeeeeeeeeeereeeeesesseesesessssesssesessessessessessesssssssnsssnens 58
5.6.3 VALOR TOTOX. . eeeureeeeeeereeeeeeeeeeeseeseesseseesessessessessessesssssssesessessessessessessesssssseens 60
6.7 OPTIMIZACION Y VALIDACION DEL PROCESO DE EXTRACCION ....oovveeeeeeeeeeeeeraenn, 61
6.8 DETERMINACION DE PERFIL DE ACIDOS GRASOS. .. .ceveeeeeeeeeeeeeereeeeeeeereeeessesssessenens 62
6.9 CARACTERIZACION FiSICO-QUIMICA DEL ACEITE ...vveeveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeereeeeeeseeseeenaenens 65
6.9.1 INDICE DE REFRACCION. .. .eeeeeeeee oot eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseseseseeesseseesasessesssesseessessenees 65
5.9.2 DENSIDAD .....eeeeeeee oo eeeeeee e e e e e e e e e e eeee s eese s eeseeseeseesesssessesesensenseasessesseasesnsereennens 65
5.9.3 COLOR . ..ceveee oo eee e eee e et e e e e e e e e e eeeeeeses e sesessesseeseesesssessesensensesseasessesseasesnsenseeens 67
5.9.4 INDICE DE YODO ....ueeeeeeeeeeeeeeeeeeeeereeeeeseeseeseesesseesesseassesssessesessessessssssasesseseneens 69
6.9.5 INDICE DE SAPONIFICACION ..eveeeeee et eeeeeeeeeeeeeeeeeseveeeeeaesenesaseesssesesseessesenesnes 69
6.10 PROPIEDADES TERIMICAS ..ot eeeeeeeeeeeeereeeeeseeseeseesesessseseesessessessessessessssreseansens 70
6.11 IDENTIFICACION DE COMPUESTOS BIOACTIVOS POR LC-ESI-MS....cveeveeeeeeererannan. 71
5.12 IMIETODO LC-APC = IVIS 1.t eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseesesseeseseessesseseeessereessessessesseasesnssneeneens 72
6.12.1 IDENTIFICACION Y CUANTIFICACION DE TOCOFEROLES ...ocvveeveeeeeeeeereer e, 74
6.12.2 IDENTIFICACION Y CUANTIFICACION DE FITOESTEROLES......cveeveeveeeeeeerenannns 76
6.13 CAPACIDAD DE ABSORCION DE RADICALES DE OXIGENO (ORAC) ..ovevvvveeeeeereeenenn. 78
7. CONCLUSIONES. ..o cve e eeeeeeeeee e e e et e e et e ees e e eeseeeesseeseeseeseesesseasesseassassesesessesseesesseasssseneens 81
8. SUGERENCIAS .o eee e e e e e ees e et eeseeaeessesesessessesseesesseasseesansensessensessesssesesesensesens 83

9. REFERENCIAS ...ttt s e e e s are s e e ee e 84



No.

© 0o N O

—_
()

12

13
14
15

16

LISTA DE TABLAS

Componentes de separacion a base de los gradientes

Tiempo de retencién de iones referenciales para identificacion de
compuestos fendlicos

Gradientes de separacion de los compuestos de tocoferol y
fitoesteroles

Tiempo de retencién de iones referenciales para identificacion
tocoferoles y fitoesteroles
Niveles de las variables codificadas del aceite de semilla de

moringa extraido por EU

Disefio experimental de las variables independientes

Propiedades fisicas del fruto Moringa

Capacidad e indice de hidratacion e hinchamiento

Composicion quimica de la harina de almendra de moringa
Respuesta de las variables dependientes de acuerdo al disefio
central compuesto

Coeficientes de regresion de las variables independientes y analisis
de varianza del modelo central compuesto

Optimizacion y validacion de las condiciones de extraccion de
acuerdo al disefio central compuesto
Perfil de acidos grasos del aceite de semilla de moringa

Propiedades fisicas del aceite de semilla de moringa

Temperaturas de las curvas de cristalizacion y fusién de los aceites
de semilla de moringa
Capacidad antioxidante del aceite de semilla de moringa

Pag.
32
32

33

34

35

36
39
46
47
52

63

64
66
73

80



— — Z
Do©0®NoO o s WN =G

_
w N

—
o

15

16

17

18

19

20
21

22

LISTA DE FIGURAS

Arbol de moringa

Imagen y esquema de un bafio ultrasénico

Dimensiones del fruto (vaina, semilla y almendra) de moringa
Dimensiones lineales de la vaina y almendra de moringa
Determinacion de densidad aparente y a granel

Determinacion del angulo de reposo en las semillas y almendras
Friccién de semillas y almendras en madera

Hidratacion de almendras, semillas con y sin alas

Esquema de las etapas de extraccion del aceite

Propiedades fisico-quimicas del aceite

Preparacion de la muestra para la cuantificacion de tocoferoles y
fitoesteroles

Coeficiente dinamico del fruto de moringa en diferentes superficies
Coeficiente de friccion estatico del fruto de moringa en diferentes
superficies

Grafica tridimensional del rendimiento de extraccion del aceite de
semilla de moringa

Grafica tridimensional de la eficiencia de extraccidon del aceite de
semilla de moringa

Grafica tridimensional del indice de perdxido en la extraccion del
aceite de semilla de moringa

Grafica tridimensional del p-IA en la extraccidén del aceite de semilla
de moringa

Gréfica tridimensional del % AGL en la extraccion del aceite de
semilla de moringa

Grafica tridimensional del valor totox en la extraccion del aceite de
semilla de moringa

Termogramas (DSC) de aceites de semilla de moringa

Contenido de a-tocoferol, y-tocoferol y A-tocoferol (mg/l) en las
diferentes condiciones de extraccidén de aceite

Contenido de Ergosterol, Campesterol, Estigmasterol y B-sitosterol
(mg/l) en las diferentes condiciones de extraccion de aceite

Pag.

14
19
20
21
22
23
24
27
28
34

43
44

50

54

56

59

60

73
75

78

Xi



1. INTRODUCCION

El arbol de Moringa cuyo nombre cientifico es Moringa oleifera, forma parte de la
horticultura tradicional en México con fines ornamentales. Son abundantes vy
frondosos en las llanuras calientes en la region del Istmo de Tehuantepec, Oaxaca,
México (Olson y Alvarado, 2016). Cada parte del arbol tropical (flores, vainas
inmaduras, hojas, raiz, tallo y las semillas) son comestibles, nutricionales vy
medicinales. Las semillas son una fuente rica de proteina y aceite (EI-Baky y E-
Barot, 2013).

Los aceites vegetales son una parte importante del sustento humano, dado que
aportan un alto valor energético y son excelentes portadores de sabor en el
alimento. Todos los aceites vegetales se componen principalmente de
triacilglicéridos (95-98%) y una mezcla compleja de compuestos secundarios (2-5%)
con una amplia gama de estructuras quimicas. Entre estos compuestos secundarios
se encuentran: tocoferoles, fitoesteroles, pigmentos, compuestos volatiles y
polifenoles. Los tocoferoles y fitoesteroles constituyen la mayor proporcién de la
fraccidn no saponificable de los lipidos. Estos compuestos han despertado gran

interés en los ultimos afos por sus efectos beneficiosos para la salud.

En el proceso de extraccion de aceites, las semillas son sometidas a una serie de
operaciones que incluyen el secado, la molienda y tamizado. Estas operaciones
requieren mucho tiempo ademas de que generan mayor cantidad de desperdicios
si se realizan manualmente. Sin embargo, las industrias aceiteras procesan
adecuadamente las semillas utilizando maquinas y equipos, este procesamiento es
factible cuando se tiene conocimiento de las propiedades fisicas (Aviara et al.,
2013). Es decir, el conocimiento de las propiedades fisicas de las semillas, son
indispensables para la realizaciéon adecuada de las operaciones post-cosecha, asi
como para el diseiio del equipamiento para el manejo, transporte vy
acondicionamiento de las semillas. Las propiedades fisicas se pueden agrupar en:
tamano y forma de la semilla (longitudes caracteristicas, diametro geométrico, area



superficial especifica, relacion de aspecto), propiedades gravimétricas (densidad
aparente y real, porosidad) y de friccion (coeficiente de friccion y angulo de reposo)
(Hernandez et al., 2015).

Regularmente los aceites vegetales se obtienen mediante procesos mecanicos o
quimicos. Los procesos mecanicos a menudo se asocian con bajos rendimientos,
mientras que los métodos de extraccion quimica implican el uso de disolventes
organicos que pueden ser perjudiciales para la salud humana y el medio ambiente.
Sin embargo, diversas investigaciones han demostrado que el método de extraccién
por ultrasonido es una nueva técnica simple y de bajo costo para extraer aceites a
partir de diferentes fuentes, presentado ventajas con su alto rendimiento, eficiencia

y el uso de baja cantidad de disolvente.

Por otra parte, en los ultimos anos se ha incrementado el interés en consumir
productos alimenticios con propiedades nutricionales que a la vez proporcionen
efectos benéficos a la salud. A base de ello, los investigadores se han dado a la
tarea de buscar nuevas fuentes naturales, que aporten esos beneficios. Dentro de
esta tendencia las semillas ocupan un lugar clave. En este sentido, las semillas de
moringa ofrecen una nueva oportunidad para mejorar la nutricion humana, debido a
que presentan un elevado contenido en aceites ricos en acido oleico, tocoferoles y
fitoesteroles, cuya incorporaciéon en la dieta permitiria la incidencia en
enfermedades cardiovasculares, diabetes, entre otros. Ademas podria tener como
consecuencia un impacto socioecondmico en la comercializacion de las semillas
para la extraccion del aceite a nivel industrial. En funcion a estas caracteristicas, se
determinaron las propiedades fisicas del fruto (vaina, semilla y almendra) y fisico-

quimicas del aceite de moringa (Moringa oleifera) extraido por ultrasonido.



2. MARCO TEORICO

2.1 MORINGA (Moringa oleifera)

Moringaceae, una familia monogenérica, con un solo género Moringa se caracteriza
por 13 especies (arborea, concanensis, drocanensis, drouhardii, hildebrandtii,
pygmeae, peregrina, ovalaifolia, rospoliana, stenopetala, rivae, oleifera 'y borziana)
de dicotileddneas tropicales y subtropicales. Casi todas las especies de Moringa
parecen tener su origen en India y Africa, pero se ha extendido en paises trépicales,
entre ellos México (Amaglo et al., 2010; Muhammad et al., 2016). Moringa oleifera

n {3 ” “ ” ““

comunmente llamado el "arbol de rabano picante", “moringa”, “perla”, “Jacinto”,
“paraiso” y “arbol milagro”. Es el mas conocido y ampliamente distribuido de los 13

(Padayachee y Baijnath, 2012).

La moringa pudo haber sido traida a través de los viajes de la Nao de China, o en
el siglo XX, misioneros que viajaron de Africa a Latinoamérica la trajeron a este
continente. Filipinas utiliza la moringa como alimento y se cree que los marineros
en la ruta Manila-Acapulco la trajeron a México para fines alimenticios. En los siglos
subsecuentes, en la mayor parte de México se ha perdido la costumbre de comer la
moringa y el arbol se emplea principalmente para fines ornamentales. Este cambio
en el uso de la moringa podria implicar por su sabor desagradable (por ejemplo, de
sabor muy picante debido a su alto contenido de glucosinolatos-isotiocianatos)
(Olson y Alvarado-Cardenas, 2016). Este arbol se encuentra abundantemente en
pueblos de toda la costa del Pacifico, desde el sur de Sonora hasta Chiapas,
incluyendo el sur de la peninsula de Baja California (al sur de La Paz y de Todos
Santos). Los ejemplares de moringa son especialmente abundantes y frondosos en
las llanuras calientes del sur del Istmo de Tehuantepec, Oaxaca (Olson y Fahye,
2011).

2.1.1 DESCRIPCION BOTANICA
Su clasificacion taxondmica muestra que pertenece al reino: Plantae, sub-reino:

Tracheobionta, superdivision: Spermatophyta, divisidbn: Magnoliphyta, clase:



magnoleopsida, subclase: Dilleniidae, orden: Brassicales, familia: Moringaceae,
género: Moringa y especies: oleifera (Muhammad et al., 2016). El arbol puede
tolerar temperaturas minimas de 15 °C, con lluvias estacionales de hasta 1000 mm,
tiene una preferencia en suelos bien drenados y en una cota altitudinal maxima de
600 m, puede ser cultivado a través de las llanuras (Olson y Alvarado-Céardenas,
2016). Moringa es un arbusto perennifolio de crecimiento rapido que usualmente se
extiende en alturas desde 5 a 10 m de alto (Adedapo et al., 2009; Lifan, 2010;
Padayachee y Baijnath, 2012); tiene raices tuberosas, una corteza blanquecina,
suave, madera esponjosa de aspecto corchoso y tronco corto (Canett- Romero et
al., 2014), tiene una copa abierta y esparcida de ramas inclinadas, fragiles y
esbeltas, un follaje plumoso de hojas pinadas, son hojas alternas, dos o tres veces
pinnadas y dispuestos en espiral. Las flores agradablemente fragantes de 2.5 cm
de ancho son de color blanco o crema. Las frutas (capsulas) pueden encontrarse
solas o en pares, de color verde claro, delgado, tiernas, firmes y lefiosas en estado
verde, y en estado de madurez son de color café. M. oleifera crece tipicamente en
suelo semi-seco, desierto o en suelos tropicales (Olson y Fahye, 2011). En la figura

1 se presentan dos fotografias de arboles de moringa.

Fig. 1 Arbol de moringa



2.1.2 USO E IMPORTANCIA

El auge reciente de moringa en México y en el resto del mundo se debe a 2
descubrimientos. En la década de 1990 se encontrd que, gracias a su alto contenido
proteinico (Olson y Fahey, 2011), la administracion de polvo de hoja seca de
moringa a madres en lactancia en situacion de inanicion extrema aumentaba la
produccion de leche, posibilitando asi la supervivencia de los nifios (Fuglie, 2001).
El polvo de hoja de moringa empezo6 a usarse en zonas de emergencia, salvando
miles de vidas. El otro descubrimiento ocurrié en el laboratorio, cuando se
confirmaron sus propiedades quimioprotectoras anticancer en animales (Bharali et
al., 2003; Fahey et al., 2004). El arbol también produce aceite comestible en sus
semillas (Kibazohi y Sangwan, 2011; Sanchez-Pefa et al., 2013) y una proteina
coagulante, la cual existen diversos estudio que han demostrado que podria ser un
nuevo método natural de tratamiento de aguas fluviales y aguas turbias (Alfaro y
Martinez, 2008; Lea, 2010) también en la clarificacion de miel y jugo de cafa
(Paguia et al., 2014). Sus hojas presentan un efecto glucorregulatorio notorio
(Ndong et al., 2007).

En especial, la moringa es de interés porque puede posibilitar a comunidades
marginadas cubrir sus necesidades nutricionales urgentes y acceder a potentes
sustancias quimioprotectoras (anticancer) (Olson y Alvarado-Cardenas, 2016). Por
lo tanto, es valorado por sus multiples aplicaciones, como propiedades
antimicrobianas, nutritivas, antioxidantes y terapéuticas (El-Baky y El-Baroty, 2013;
Canett- Romero et al., 2014; Ullah et. al., 2015). Estos beneficios se obtienen a
través de todo el arbol, es decir, en las hojas, raices, frutos, flores y semillas (Garcia-
Torres et al., 2013).

2.1.3 SEMILLA DE MORINGA

Las semillas son redondas, carnosas, cubiertas por una cascara fina de color café
castafio oscuro, poseen tres alas blanquecinas (semilla alada). Al quitar la cascara
se encuentra la zona de parénquima donde las paredes celulares tienen numerosos

orificios presentando asi una apariencia reticulada, que contienen gotas de aceite,



aleurona (granos proteicos) y algunas veces grupos de cristales (Adejumo et al.,
2013).

La produccion de vainas comienza a una edad temprana, en torno a los seis u ocho
meses (Aria-Sabin, 2014). Un solo arbol puede producir 300 o 400 vainas por afio
a los tres afos de haber sido plantado, y un arbol ya maduro es capaz de producir
1000 a 1600 vainas por afno (Navie y Csurhes, 2010). Cada vaina puede tener de
12 a 25 semillas (Aria-Sabin, 2014), de manera que si se considera una media de
20 semillas por vaina, un ejemplar maduro puede producir de 20,000 a 32,000
semillas anualmente. Si cada semilla tiene un peso medio de 0.3-0.4 g, lo que se
traduce en 3,000-4,000 semillas por kg y en algunos casos hasta 9,000 y
aproximadamente se produciria entre 15,000 y 25,000 semillas/afio, por arbol (Aria-
Sabin, 2014).

Los analisis de composicion proximal de estas semillas han mostrado alto nivel de
lipidos (33-42%) y proteinas (37-42%), glucosidos, pterigospermina, 4
benzilisocianato y trazas de alcaloides (Abdulkarim et al., 2005; Mani et al., 2007).
Estas proteinas, podrian ser utiles en la formulacién de alimentos, sin embargo
depende de las propiedades funcionales que presente la harina de la semilla
mencionada. Por otra parte, los aceites presenten en la semilla de moringa puede
utilizarse en la cocina, para producir jabones, cosméticos y biocombustible (Navie y
Csurhes, 2010; Sanchez-Pena et al., 2013).

2.2. ACEITE DE SEMILLA DE MORINGA

Los aceites son ésteres formados por la condensacion (unidn) de acidos grasos con
glicerol, son los compuestos mas estables y no son facilmente degradables (Badui,
2006; Carey, 2006; Garcia-Torres et al., 2013).

El aceite de la semilla de moringa se caracteriza por ser de alta calidad, poco

viscoso, color amarillo brillante con sabor y aroma agradables a cacahuate (Ghazali



y Mohammed, 2011; Mofijur et al., 2014), ademas con una fuente natural de acido
behénico, que es el unico parcialmente absorbido por el intestino humano (< 20%),
este efecto de baja absorcion, hace que la densidad calérica por gramo de aceite
sea menor que otros (Abdulkarim et al., 2007; Martin et al., 2013; Arias-Sabin, 2014).
Y es conocida comercialmente como Ben. En Haiti, el aceite se utiliza para
ensaladas mientras que en la India, el aceite ha sido utilizado para cocinar (Yusoff
et al., 2016).

Este aceite se asemeja al aceite de olivo (Ruttarattanamongkol et al., 2014; Da Porto
et al., 2016) por su alta proporcion en el contenido de acido oleico (68-85%), cuya
alta concentracion es deseable en términos de nutricion, estabilidad durante la
coccion y freido (Abdulkarim et al., 2005, 2006, 2007; Alfaro, 2008; Ayerza, 2011;
Madrigal y Avalos, 2015) de hecho sugieren que es mas estable que el aceite de
canola, soya y palma, cuando se usa en la fritura (Rashid et al., 2011; Nguyen et
al., 2011; Ojiako y Okeke, 2013). También se ha informado que tiene beneficios
fisiolégicos, tales como reduccion de los niveles de colesterol en suero, suprime
ciertos tipos de cancer, mejora de la funcién hepatica, y reduce algunos efectos del
envejecimiento y la enfermedad coronaria (Carluccio et al., 2007; Abdulkarim et al.,
2007; Gunstone, 2011; Gillingham et al., 2012; Arias-Sabin, 2014). Ademas se ha
reportado la presencia de tocoferoles, fenoles, esteroles y carotenoides
(Abdulkarim, et al., 2007; Anwar et al., 2007; Mani et al., 2007; Palafox et al., 2012;
Bhatnagar et al., 2013; Bhutada et al., 2016; Fakayode y Ajav, 2016).

2.2.1. METABOLITOS SECUNDARIOS

Los aceites son una parte importante del sustento humano en todo el mundo
(Sanchez et al.,, 2015). Todos los aceites se componen principalmente de
triacilglicéridos (95-98%) y una mezcla compleja de compuestos menores (2-5%)
con una amplia gama de estructuras quimicas. Entre estos compuestos secundarios
se encuentran: tocoferoles, fitoesteroles, pigmentos, compuestos volatiles y
polifenoles (Cafiabate-Diaz et al., 2007; Zarrouk et al., 2009). Los tocoferoles y

fitoesteroles constituyen la mayor proporcion de la fraccion no saponificable de los
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lipidos. Estos compuestos han despertado gran interés en los ultimos afios por sus

efectos beneficiosos para la salud (Lagarda et al., 2006; Zhang y Meng, 2009).

2.2.2. TOCOFEROLES

La vitamina E se compone de cuatro tocoferoles (a-, B-, y- y &-tocoferol) y cuatro
tocotrienoles (a-, B-, y-, y 6-tocotrienoles), determinado por el numero y la posicion
de grupos metilo (-CH3) presentes en las posiciones 5 y 7 en el anillo cromanol.
Todos estos compuestos tienen una cadena lateral fitilo de 16-carbonos unidos al
anillo de cromanol y tienen tres dobles enlaces. Denominados conjuntamente como

tococromanoles o tocoles (Saini y Keum, 2016).

Los tocoferoles se utilizan para aumentar la vida util y la estabilidad de los alimentos
(Kamal y Budilarto, 2015; Seppanen et al., 2010). Asimismo en la dermatologia
cosmética y clinica debido a su fotoproteccion y propiedades antioxidantes (Thiele
et al., 2005). La actividad antioxidante se le atribuye principalmente a a-tocoferol en
un sistema celular (Azzi, 2007) Ademas es importante en el mantenimiento de la
integridad de los acidos grasos poliinsaturados de cadena larga en las membranas
celulares. Por lo tanto, los lipidos bioactivos tales como tocoferoles son las
moléculas de sefalizacion importantes que cambian sus niveles diferencialmente
en respuesta al ambiente externo, dependiendo de la extensién y tipo de las
estimulaciones (Traber y Atkinson, 2007). Con solamente este mecanismo, o-
tocoferol desempefia un papel vital en la tolerancia al estrés de la planta, es decir
con el aumento del nivel de a-tocoferol contribuye a la tolerancia al estrés, mientras
que niveles reducidos favorecen el dafio oxidativo en las plantas (Munne-Bosch,
2005). Por otra parte y-tocoferol, también es relevante de la vitamina E y
proporciona actividades antioxidantes a través de la captura de electrones de
electrofilos lipofilos y de especies reactivas de nitrégeno y oxigeno. Ademas, y-
tocoferol ha demostrado que se asocia inversamente con el riesgo de cancer de
prostata y enfermedades coronarias del corazén (Yang et al., 2010). Sin embargo,
la mezcla de a-, y- y d-tocoferoles (5:2:1, w/w/w) tiene mayor capacidad antioxidante

y efectos anti-inflamatorios. Por lo tanto, la cuantificacién de todos los homdlogos



de tocoferol en matrices biolégicas y de alimentos es importante (Lanina et al.,
2007).

2.2.2. FITOESTEROLES

Los fitosteroles o esteroles vegetales, son compuestos que se producen
naturalmente y son similares a la estructura del colesterol, pero tienen diferentes
configuraciones de la cadena lateral. Dado que tiene cuatro anillos en el nucleo de
esteroides, el grupo 3B-hidroxilo y a menudo un doble enlace 5,6, teniendo como
funcion el estabilizar las bicapas de fosfolipidos en las células de las membranas
(Fernandes y Cabral, 2007; Tan et al., 2013). Sin embargo, el colesterol tiene una
cadena lateral compuesta de ocho atomos de carbono, mientras que los fitosteroles
mas comunes tienen una cadena lateral compuesta de 9 o 10 atomos de carbono,
de un total de 28 o 29 atomos de carbono. Actualmente se han reportado mas de
100 tipos de fitosteroles en las plantas, pero el mas abundante son sitosterol,
estigmasterol y campesterol y en menores cantidades brasicasterol, A® avenasterol,
sitostanol y campestanol (Phillips et al., 2002; Berger et al., 2004; Kritchevsky y
Chen, 2005; Zarrouk et al., 2009).

Los fitoesteroles han sido reconocidos como sustancias biolégicamente activas y
relevantes en la industria farmacéutica (produccién de esteroides terapéuticos) a
causa de su capacidad en disminuir los niveles de colesterol en los seres humanos,
que resulta en una reduccion significativa en el riesgo de enfermedad
cardiovascular, también se han descrito como un tipo de producto natural con
actividad anti-inflamatoria, anti-bacteriana, con propiedades de anti-oxidacion y anti-
cancer; nutricion (aditivos anti-colesterol en los alimentos funcionales) y cosméticos
(cremas y lapiz labial)(Zhao et al., 2005; Fernandes y Cabral, 2007; Zhang y Meng,
2009). Kritchevsky y Chen (2005) establecen que una reduccion del 10% en los
niveles en sangre de colesterol LDL se puede obtener con una ingesta optima de
fitosteroles de 2 g al dia.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0960852406005244
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Sin embargo, el tipo de extraccion y la condicion puede afectar considerablemente
el rendimiento del aceite y de sus metabolitos secundarios asi como la calidad del
mismo. Existen varios métodos para la obtencion de los aceites de las diferentes

semillas, algunas de ellas se describen a continuacion.

2.3 METODOS DE EXTRACCION DE ACEITE

En la extraccion de aceite de semillas oleaginosas existen diferentes alternativas,
entre ellas se encuentran los métodos tradicionales, estos se obtienen por procesos
mecanicos (mecanica a alta presién usando una prensa de tornillo) o quimicos
(extraccion con solvente asociados con el uso de calor y/o agitacién, la combinacién
del prensado seguido de la extraccion por solvente), a menudo se asocian con bajos
rendimientos ademas requiere de mucho tiempo, mientras que los métodos de
extraccion quimica implican el uso de disolventes organicos que pueden ser
perjudiciales para la salud humana y el medio ambiente (Hu et al., 2012) pero
eficiente en cuanto a los rendimientos de extraccién, sin embargo la calidad del
aceite y de la harina desgrasada es disminuida, debido a la inactivacion de vitaminas
y sustancias activas presentes en la materia prima (Guerra y Zuiiga, 2003).

Los métodos de extraccion mas modernos se basan en la mejora de la eficiencia de
los métodos tradicionales por accién fisica sobre el medio, estos métodos se
conocen como “métodos no tradicionales” (Azuola y Aguilar, 2007), describiéndose

a continuacion.

2.3.1 EXTRACCION ASISTIDA POR MICROONDAS

La técnica permite la extraccidon de principios activos de matrices vegetales con
base en el calentamiento selectivo obtenido de la friccibn molecular debida a la
alineacion de iones y dipolos al campo eléctrico oscilante de las microondas para
interactuar con las moléculas polares del material y asi generar calor de forma

homogénea (Mosquera et al., 2012). La radiacién produce sobrecalentamiento del
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agua que contienen las células y causa la ruptura de la pared celular, facilitando la
transferencia de las sustancias al exterior y la penetracion del disolvente en la matriz
vegetal (Mahesar et al., 2008). La rapidez del calentamiento es la principal ventaja
del microondas, su aplicacion en alimentos se realiza a frecuencias de 2450 MHz y
915 MHz. Los parametros que afectan la eficacia de la extracciéon son la naturaleza
del disolvente, la temperatura, la potencia, el tiempo de extraccion y la naturaleza
de la matriz (Jiménez et al., 2001).

2.3.2. EXTRACCION SUPERCRITICA

La extraccién supercritica se basa en el uso de un fluido en condiciones de presion
y temperatura por encima de su punto critico. Bajo estas condiciones, las
propiedades del fluido cambian y se situan entre las de un gas y un liquido. Asi,
mientras que su densidad es mas parecida a la del liquido, la viscosidad se parece
mas a la del estado gaseoso y la difusividad presenta valores intermedios entre los
dos estados. En general, se considera que el estado supercritico es aquel en el que
el liquido es compresible (Herrero et al., 2006).

Las particularidades de las propiedades fisico-quimicas de los fluidos supercriticos
y su uso presentan ciertas ventajas respecto a los métodos tradicionales de
extraccion. De esta manera los rendimientos de extraccion son mayores que si se
usara en estado liquido, en parte, debido al alto valor del coeficiente de difusividad.
Entre los solventes usados en forma supercritica el mas usado es el diéxido de
carbono, debido a la mayor facilidad que hay para alcanzar su punto critico (31.3 °C
y 72.9 atm). Ademas, el hecho de que el didxido de carbono sea gas a temperatura
ambiente permite la obtencion de extractos libres de residuos (Herrero et al., 2010;
Hoang et al., 2011).

2.3.2. EXTRACCION POR ULTRASONIDO
La extraccion asistida por ultrasonido es una nueva técnica simple para extraer

aceites y compuestos bioactivos a partir de diferentes fuentes; se basa en una
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energia de alta frecuencia que es imperceptible por el oido humano. La intensidad
de potencia de ultrasonidos crea la vibracidn adicional en moléculas, estas
vibraciones se desplazan en el medio causando expansion y compresion del
material. Este movimiento oscilatorio forma burbujas o cavidades en el liquido,
donde por efecto de las ondas, la temperatura se incrementa causando la ruptura
de la tension superficial, favoreciendo la solubilidad y penetracion del solvente en el
material vegetal, arrastrando con él los componentes activos por diferencia de
concentracion y pudiendo facilitar la hinchazoén y la hidratacion y por lo tanto causar
un agrandamiento en los poros de la pared celular. Esto mejora el proceso de
difusién y por lo tanto mejora la transferencia de masa (Long et al., 2011; Awad et
al., 2012; Hernandez-Santos et al., 2016).

2.3.2.1 Mecanismos y Ventaja de la Extraccion por Ultrasonido

La extraccion por ultrasonido puede mejorar el proceso, asi como acelerarlo, gracias
a los efectos derivados del fendmeno de cavitacién (Esclapez et al., 2011). Segun
Mason et al. (2011), son cuatro mecanismos interconectados los cuales

incrementan la eficacia del proceso de extraccion, los cuales son:

= Rotura de las paredes celulares: como consecuencia de la formacién de
microjets a raiz de la implosion asimétrica de las burbujas de cavitacién en la
zona proxima a la interface solido-liquido. Ello aumenta la permeabilidad del
tejido vegetal, libera el material intracelular y reduce el tamano de particula,
incrementando progresivamente la superficie soélida en contacto con el
disolvente de extraccion.

* Incremento de la solubilidad de los analitos: provocada por el incremento
localizado de la temperatura en la zona de implosion de las burbujas de
cavitacion.

= Mejora de la penetracion del disolvente en la matriz del soluto: como
consecuencia del aumento de presion localizado, asi como de la rotura y

erosion de la superficie celular originadas por los microjets.
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= Mayor difusién: debido a la continua renovacion de la capa de disolvente

en contacto con la superficie del sélido provocada por los US de potencia.

Este método presenta ventajas por su alto rendimiento, eficiencia y el uso de baja
cantidad de disolvente asi mismo el procedimiento de utilizacion es de bajo costo y
simple. Por otra parte, la extraccion asistida por ultrasonido es ajustable para ser
utilizado con disolventes polares y no polares en varias temperaturas (Azuola y
Vargas, 2007; Wang et al., 2008; Bimakr et al., 2012; Samaram et al., 2014). Sin
embargo, segun Palma y Barroso (2002), las variables que se deben tomar en
cuenta para optimizar la técnica de extraccion asistida por ultrasonido son
temperatura, solvente, volumen del solvente, tiempo de extraccion, frecuencia y

potencia del ultrasonido y duracién del ciclo aplicado.

2.3.2.1 Equipos de Ultrasonicado

El equipo de ultrasonicado esta constituido por tres elementos fundamentales: un
generador, un transductor y un emisor. El generador transforma la senal eléctrica
de la red a la frecuencia deseada. El transductor, que suele ser un cuerpo vibrante,
es la fuente que genera los ultrasonidos a partir de la sefial eléctrica de alta
frecuencia que recibe del generador. El emisor, por su parte, es el elemento que
transmite la energia acustica generada por el transductor al medio que se desea
tratar. De entre los equipos de ultrasonido en medios acuosos destacan
principalmente los bafios de ultrasonido y los sistemas tipo sonda. Los bafios de
ultrasonido son posiblemente los sistemas de aplicaciéon mas utilizados, debido a
que se trata de equipos simples, compactos y econdmicos, con los transductores
colocados en la base del recipiente y con el sistema de generacion-emision incluidos
en el mismo. En los equipos tipo sonda, se utiliza una sonda metalica como emisor
del sistema para aplicar al medio liquido la vibracién generada por el transductor. El
material utilizado para su fabricaciéon debe tener una alta resistencia a la fatiga y
erosion que provoca el fendmeno de cavitacion. No obstante, el desgaste y
formacion de irregularidades en su superficie es inevitable, siendo necesario el

control periddico de la sonda para evitar pérdida de eficacia en la emision de
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ultrasonidos (Garcia-Pérez, 2007). Para la evaluacion de la calidad del aceite
obtenido por este método se recurre a la caracterizacion fisica y quimica del aceite.
En la figura 2 se presenta una imagen y un esquema del proceso de ultrasonicado

mencionado anteriormente.

Tanque de acero
inoxidable

Fig. 2 Imagen y esquema de un bafo ultrasénico

2.4 ANTECEDENTES

Abdulkarim et al. (2005). Determinaron las propiedades fisico-quimicas del aceite
de semillas de Moringa oleifera extraidas por solvente (éter de petrdleo) y
enzima. La enzima la eligieron tras un estudio preliminar realizado en la extraccion
enzimatica de aceite de semilla, usando cuatro enzimas comerciales Termamyl
120L, Tipo L (a-amilasa), Neutrase® 0.8L (proteasa neutral), Celluclast® 1.5 L FG
(celulasa) y Pectinex® SP-L Ultra (Pectinasa) mostrando que Neutrase es la mejor
enzima ya que presentdé mayor rendimiento en la extraccién del aceite. Estos
autores reportaron que los aceites extraidos por los dos métodos mostraron
diferencia en la composicion porcentual de sus acidos grasos. Los atributos de la
calidad del aceite, como porcentaje relativo de acido oleico, el porcentaje total de
acidos grasos insaturados, indice de yodo, acido graso libre, el contenido de materia
insaponificable y el color. El aceite extraido por enzimas mostré mejores resultados

que los aceites extraidos por solvente.
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Mani et al. (2007). Optimizaron la extraccion del aceite de semillas de Moringa
oleifera utilizando un disefo central compuesto para estudiar el efecto del tipo de
disolvente (hexano, acetona, éter de petrdleo), tamafio de particula, temperatura, y
tiempo de extraccion. Obtuvieron un rendimiento de aceite con el hexano (33.1%),
éter de petréleo (31.8%) y para la acetona (31.1%). Entre los tres solventes, el
hexano produjo el maximo rendimiento de aceite de semillas de moringa. Respecto
a los parametros estudiados, el tamafo de particula presentd efecto significativo
sobre el rendimiento en aceite seguido de la temperatura de extraccién y el tiempo
para todos los disolventes. Se utilizé la metodologia de superficie de respuesta para
optimizar las variables independientes para la maxima extraccion de aceite. Las
condiciones Optimas de extraccion del aceite fueron con el tamario de particula (0.62
mm), temperatura de extraccion (56.5 °C) y tiempo de residencia (7 h), el

rendimiento maximo de aceite obtenido era 33.5%, usando hexano.

Marrero et al. (2014). Determinaron la composicion porcentual de acidos grasos en
el aceite de semillas de Moringa oleifera. El aceite lo extrajeron por medio de hexano
en un bano ultrasénico (a 35 KHz con una proporcion de 1:500 p/v, por un tiempo
de 2 h) y los acidos grasos obtenidos de los aceites fueron determinados como
esteres metilicos por cromatografia de gases con una columna capilar BPX-70.
Encontraron 22 acidos grasos: oleico (C18:1; 73.1%), palmitico (C16:0; 7.4%) y
docosanoico (C22:0; 5.8%), mientras que otros 19 acidos grasos (C12:0, C14:0,
C15:0, C17:0, C18:1 (n-10), C18:2, C18:3, C20:0, C20:1, C21:0, C22:1, C23:0,
C24:0, C25:0, C26:0 C27:0 y C28:0) se encontraron en menores proporciones.
Concluyeron que el acido oleico es el componente mayoritario, que podria

establecerse como utilidad nutricional.

Ruttarattanamongkol et al. (2014). Propusieron una alternativa de extraccion de
aceite de semillas de Moringa oleifera utilizando extraccién de fluido supercritico
con el dioxido de carbono (COz2) como solvente. Estudiaron las condiciones de
extraccion, que fueron presién (15 a 35 MPa) y temperatura (25 a 35 °C) a un flujo

de 20 kg/h. Hallaron que la extraccion a presion de 35 MPa a una temperatura de
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30 °C extrajo la maxima cantidad de aceite (75.27%) y la presion mas baja (15 MPa)
fue mas selectiva para la extraccion de acido oleico, tocoferoles y esteroles. Las
propiedades fisico-quimicas de los aceites extraidos por fluido supercritico con COz2

no eran diferentes de los aceites obtenidos por los métodos convencionales.

Bhutada et al. (2016). Evaluaron los efectos de la temperatura y la relacion de
disolventes en el rendimiento de extraccidon del aceite de semilla de Moringa oleifera,
usando extraccion Soxhlet. Demostraron que el rendimiento de la extracciéon del
aceite varié con el cambio en las temperaturas (80-110 °C) y la relacién de
disolventes [tales como, cloroformo: metanol (C: M) de 1:1, 2:1, 3:1, 4:1]. Obtuvieron
un maximo rendimiento de extraccion en proporcion 3:1 de C: M a 100 °C. También
observaron un aumento en el rendimiento al aumentar la temperatura y a partir del
analisis termo-gravimétrico descubrieron que el aceite se degrada a la temperatura
de 425-450 °C. El uso de disolventes de extraccion es un método eficaz para la
extraccién del aceite, mostrando la presencia de saponinas, flavonoides, esteroides,

terpenoides, fenoles y triterpenoides arrastados por los disolventes.

16



3. JUSTIFICACION

En la regién del Istmo de Tehuantepec, Oaxaca, abunda el crecimiento y desarrollo
de los arboles de Moringa oleifera con fines ornamentales. Algunos de los
pobladores asentados en esa region le han dado uso a sus hojas para el tratamiento
de la anemia u otros en las semillas para el control de enfermedad de Diabetes
mellitus. Por lo que este recurso natural no es aprovechado en el ambito alimenticio

por el desconocimiento de sus bondades.

Sin embargo, el arbol de moringa contiene en su fruto, especificamente en su
almendra un alto contenido de aceite. Este aceite es similar al aceite de olivo por su
alta proporcién en el contenido de acido oleico. El consumo del acido oleico favorece
a la prevencion de enfermedades cardiovasculares ya que reduce la lipoproteina de
baja densidad manteniendo de esta manera los niveles 6ptimos de triacilglicéridos
y colesterol. No obstante, el acido oleico es muy estable a las altas temperaturas
comparadas con los acidos grasos poliinsaturados, favoreciendo en la aplicacion de
la cocina para el freido y coccion de los alimentos. Por lo tanto es de interes
cientifico y aplicativo para su estudio y caracterizar sus propiedades fisicas del fruto
de moringa y fisico-quimicas del aceite, a su vez conocer sus propiedades
nutracéuticas asi como el método de extraccidon adecuado para obtener mayor
rendimiento de aceite sin afectar la calidad del mismo, para incorporarla en la dieta

humana con el fin de mejorar la calidad de vida.
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL
Caracterizar las propiedades fisicas del fruto (vaina, semilla y almendra) y fisico-

quimicas del aceite de moringa (Moringa oleifera) extraido por ultrasonido.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.

Caracterizar las propiedades fisicas de la vaina, semilla y almendra de
moringa mediante la determinacion de sus propiedades geométricas, lineales
y de friccidn.

Optimizar el método de Extraccién por Ultrasonido (EU) en el aceite de las
almendras de moringa.

Evaluar la estabilidad oxidativa del aceite obtenido por EU de almendras de
moringa.

Caracterizar las propiedades fisicoquimicas en el aceite de almendras de
moringa obtenido de la optimizacion de la EU.

Determinar el perfil de acidos grasos y térmicos en el aceite de almendra de
moringa obtenido de la optimizacion de la EU.

Identificar los metabolitos secundarios (tocoferoles y fitoesteroles) del aceite

de almendra de moringa obtenido de la optimizacién de la EU.

18



5. MATERIALES Y METODOS
5.1 MATERIALES

Los frutos del arbol de la Moringa oleifera (vaina seca, semilla y almendra) fueron
adquiridos en el Instituto Tecnolégico de Comitancillo de la ciudad de San Pedro
Comitancillo, Oaxaca, México. Los frutos fueron recolectados de cinco arboles
durante los meses de Abril-Junio 2015 y Marzo-Junio 2016. Las vainas secas se
abrieron manualmente para la obtencién de las semillas, éstas a la vez se
descascarillaron con el apoyo de un martillo para la obtencion de la almendra. Las
vainas, semilla y almendra se limpiaron de forma manual y las que no presentaron

dano fisico fueron seleccionadas.

5.2 PROPIEDADES FiSICAS DE LA SEMILLA

5.2.1 TAMANO Y FORMA
En la figura 3 se observan las dimensiones lineales de las vainas, semillas y

almendras, las cuales fueron medidas de acuerdo con Mpotokwane et al. (2008).

Fig 3. Dimensiones del fruto (vaina, semilla y almendra) de moringa.

L=largo (horizontal): A=ancho (vertical); E=espesor (transversal).
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Se seleccionaron 100 vainas al azar y 100 semillas y almendras, a las cuales se les
midio la longitud (L en cm), anchura (A en cm) y el espesor (E en cm) con la ayuda
de un vernier, como se perciben en la figura 4. Estos datos se utilizaron para calcular
el didmetro geométrico, esfericidad, diametro aritmético, diametro equivalente,
volumen, area superficial, relacion de aspecto, el area de superficie del elipsoide y
el volumen elipsoide. El diametro geométrico (Dg en cm) y diametro aritmético (Da
en cm), se calcularon usando las ecuaciones 1 de Mohsenin (1986) y 2 de
Bahnasawy (2007):
Dy = (LAE)"/3 Ec 1

D, = &2 Ec 2

Se calculd el peso de cien vainas y el numero de semillas que contenia cada una

de las vainas de acuerdo al procedimiento de Mpotokwane et al. (2008).
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Fig. 4 Dimensiones lineales de la vaina y almendra de moringa.

5.2.2 PROPIEDADES GRAVIMETRICAS
La esfericidad (d en %) se calculé usando las siguientes ecuaciones de Bahnasawy
(2007):

_(LAE)/3
- L

[} Ec3

El Volumen (V en cm?) y Superficie (S en cm?) se calcularon con las ecuaciones 4
de Karababa y 5 Coskuner (2013):

S = mD Ec 4
2712

— TmB“L EC 5
6(2L-B)
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Para calcular la ecuacion 5, se calcul6 el valor de B de acuerdo a la ecuacién 6,
expresada en cm.

B = (AE)°® Ec6
La relacion de aspecto (R es adimensional) de acuerdo a la ecuacién propuesta por

Hauhouot-O'Hara et al. (2000):

-
R—L Ec7

La superficie elipsoide (Se en cm?) y el volumen del elipsoide (Ev en cm® se
calcularon usando las ecuaciones de Firatligil-Durmus et al. (2010):

Se = = L(W+T+/2W2 +12)) Ec8

Ey = T LWT Ec9
La densidad aparente (pa en g/cm3) de semilla, se determiné por el método de
desplazamiento como se aprecian en la figura 5, de acuerdo a la metodologia
reportada por Amin (2004). Y la densidad a granel (pb en g/cm3) se determind con
la relacion: masa (peso en g de las semillas/almendras que ocuparon los 100 cm?)
sobre el volumen (volumen ocupado por las semillas/almendras) (Singh y Goswami,
1996). Con respecto a la porosidad (€ en %) fue calculada a partir de los valores de

densidad aparente y la densidad a granel obtenidos anteriormente, utilizando la

siguiente ecuacion 9 (Altuntas vy Yildiz, 2007).
—(1-2°
e=( pa) .100 Ec9

Fig. 5 Determinacién de densidad aparente y a granel
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5.2.3 PROPIEDADES FRICCIONALES-FLUIDEZ

5.2.3.1 Angulo de Reposo

El angulo de reposo se determiné en las semillas con/sin alas y en las almendras,
de acuerdo a la metodologia de Hamid et al. (2014). Se utilizé un tubo de cloruro de
polivinilo (PVC) con la de medida de 76.2 mm de diametro interno y 200 mm de
longitud, el cual fue montado en el texturéometro (TA-XT plus, Stable Microsystems
Inc., Reino Unido) de tal manera que descansara perpendicularmente en una
superficie horizontal. En esta posicion, el tubo fue llenado con la muestra de semillas
hasta una altura de 150 mm. Luego, accionando el texturometro, se levant6 el tubo
a una velocidad constante de 10 mm/s, hasta lograr que todas las semillas fluyeran
del tubo formando granel sobre la superficie horizontal, como se observan en la
figura 6. Se determind la altura y el diametro del granel, posteriormente se sustituy6

en la siguiente ecuacion:
— +an-1(2H
0 = tan (D) Ec 10
Dénde: 8 = angulo de reposo, H = altura del granel (mm), D = diametro de la base

del granel (mm).

Fig. 6 Determinacién del angulo de reposo en las semillas y almendras
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5.2.3.2 Coeficiente de Fricciéon Estatico y Dinamico

El coeficiente de friccion estatico (o) se determind en un sistema de acoplamiento
de superficie (acero inoxidable, aglomerado de madera, vidrio, hierro galvanizado,
caucho y polivinilo de cloruro (PVC) intercambiable para utilizar con un texturémetro
(TA-XT plus, Stable Microsystems Inc., Reino Unido). El texturémetro se oper6 en
el modo de prueba de tension y con la ayuda de una polea a una velocidad constante
de 10 mm/s. Las semillas con/sin alas y las almendras, previamente pesadas, fueron
depositadas en una caja de madera (90 x 90 x 90 mm). La fuerza para desplazar la
caja con las semillas sobre la superficie fue registrada directamente por el
texturometro (Amin et al, 2004), como se muestran en la figura 7. El po se determino
de acuerdo a la siguiente ecuacion (Altuntas y Yildiz, 2007):

Fo
U, = (W) Ec 11
Dénde, po = coeficiente de friccidn estatico (adimensional), Fo = fuerza maxima

requerida para mover la muestra (kgr), W = peso de las semillas (kgr).

También se calcul6 el coeficiente de friccion dinamico (u) con la misma formula, con
la diferencia que al peso de la semilla se le sumé el peso de la caja vacia (165.41
g). Ambos coeficientes de friccion fueron evaluados en las semillas con/sin alas y

almendras, en 10 repeticiones por cada superficie.

Fig. 7 Friccion de semillas y almendras en madera.
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5.2.3.3 Fuerza de Ruptura

Se determind la fuerza de ruptura (Fr) con el uso de un texturometro (TA-XT plus,
Stable Microsystems Inc., Reino Unido). Las 20 semillas con/sin alas, se colocaron
en lado vertical de la plataforma del texturométro. Y se programo el texturométro a
una velocidad de compresion de 6 mm/min. A partir de la informacion registrada en
cada ensayo se determind la fuerza maxima (N) requerida para fracturar las
muestra. Los resultados fueron registrados automaticamente por el equipo en cada
prueba (Karaj y Mdller, 2010).

5.2.4 CAPACIDAD DE HIDRATACION E iNDICE DE HIDRATACION

La capacidad e indice de hidratacién se determinaron de acuerdo a la metodologia
de Adebowale et al. (2005). Se pesaron 5 g de muestra (semillas con y sin alas y
almendras) se humedecieron en 50 mL de agua destilada en un vaso de
precipitados durante 24 h a una temperatura de 20 °C, como se perciben en la figura
8, posteriormente se eliminé el agua y se midié el peso de las semillas (con y sin
alas) y almendras remojadas. Se calcularon la capacidad de hidratacion y el indice

de hidratacion de acuerdo a la siguiente ecuacion:

eso de la semilla hidratada —peso de la semilla
P P Ec 12

Capacidad de hidratacion = .
Numero de semilla

. . ./ Capacidad de hidratacion de la semilla
Indice de hidratacién = =2 : Ec 13
peso de una semilla

Fig. 8 Hidratacién de almendras, semillas con y sin alas

N


file:///Users/DrJMR/Desktop/TESIS/2017/https://translate.google.com/translate%3Fhl=es&prev=_t&sl=en&tl=es&u=http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1658077X14000538%2523b0010

5.2.5 CAPACIDAD DE HINCHAMIENTO (CH) E iNDICE DE HINCHAMIENTO (ll)
El volumen de 5 g de semillas y almendras fue calculado usando una probeta
graduada. Las semillas y almendras fueron hidratadas en agua destilada por 12 h.
El volumen de las semillas se midié6 después de la inmersion (Adebowale et al.,
2005).

CH=V después hidratada-V antes hidratada/ # de semillas Ec 14

II= Capacidad de hinchamiento/ # de semillas Ec 15

5.3 ANALISIS QUIMICO PROXIMAL EN LA ALMENDRA DE

MORINGA
Se determind por triplicado siguiendo los métodos de la AOAC (2005): humedad
(925.10); cenizas (942.05); proteina (960.52); y grasa (948,22). Fibra bruta se

determind por digestion acido-alcalina (Tejada 1992), y carbohidratos por diferencia.

5.4 DETERMINACION DEL COLOR DE LA HARINA DE ALMENDRA
DE MORINGA

El color de la harina de la almendra de Moringa se midi6 utilizando un colorimetro
Ultra Scan VIS Hunter Lab (MiniScan Hunter Lab, modelo 45/0L, Hunter Asociates
Lab. Virginia U.S.A). En una celda de cuarzo se colocé la harina frente a la fuente
de luz, se cubrié con una cubierta de color negro. La medicién del color se hizo
determinando los valores de L*(luminosidad), a*(rojo a verde),b* (amarillo a azul),
Cromaticidad (C*), angulo Hue (h°) y la diferencia total de color (AE). De acuerdo a
Aguas-Atlahua et al. (2014), se aplicaron las ecuaciones 16 para C*y 17 h°.

C* = (a*? + b*?) 05 Ec. 16

H° = Tan' (b*/a*) Ec. 17
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5.5 EXTRACCION DEL ACEITE
5.5.1 ACONDICIONAMIENTO DE LA SEMILLA

Las semillas se descascarillaron con el apoyo de un martillo para la obtencién de
almendras, se limpiaron de forma manual y los que no presentaron dafo fisico
fueron seleccionados para secarlos a 60 °C en un horno (RIOSSA, E-41. México)
durante 24 h para eliminar el contenido de humedad. Posteriormente se molieron
utilizando una licuadora marca Oster. El tamafno de particula se ajusté a una malla
tamiz de 0.59 mm (malla N° 30). Dichas harinas tamizadas se utilizaron para la

extraccion del aceite.

5.5.2 EXTRACCION POR ULTRASONIDO

La extraccion del aceite se llevé a cabo en un bafio ultrasénico (Elmasonic P D-
78224 Singen/Htw. Germany) con una frecuencia de 80 kHz en una potencia de
100%, 20 g de harina tamizada de almendras de moringa se utilizaron para cada
combinacién de las variables del proceso. Dichas combinaciones fueron las
diferentes condiciones de proporcion de muestra/hexano (6-20 mL), temperatura
(40-60 °C) y tiempo (10-30 min). Las mezclas obtenidas se filtraron al vacio y el
aceite se recuper6 en un rotaevaporador (Buchi Labortechnik, AG 9230,
Flawil/Switzerland), como se muestran en la figura 9. Posteriormente se
almacenaron en frascos ambar bajo una atmdsfera de nitrégeno y a temperatura de
refrigeracion hasta su analisis. Cada ensayo se repitio tres veces. El rendimiento y

la eficiencia de la extraccion se calcularon con las formulas 18 y 19:

Aceite extraido (g)

x 1000 Ec 18

Rendimiento (g/kg) =

Muestra — Aceite extraido

Rendimiento del Aceite extraido (g)

Eficiencia(g/kg) = x 1000 Ec 19

Contenido total de lipidos
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Fig. 9 Esquema de las etapas de extraccion del aceite.

5.6 ESTABILIDAD OXIDATIVA

Se calculd de acuerdo con las técnicas del AOCS (1999); indice de peroxidos (IP)
(Método Cd 8-53) , acidos grasos libres (AGL) ( Método Aa 4-38), p-anisidina (p-1A)
(Método Cd 18-90) y el valor TOTOX (VT)(CG 3-91) se calculé de acuerdo a la
siguiente formula:

VT=p-IA + 2IP Ec. 20

5.7 COMPOSICION DE ACIDOS GRASOS

Los acidos grasos se determinaron mediante cromatografia de gases (Agilent
Technologies 7820A. China). Los ésteres metilicos del aceite, se obtuvieron de
acuerdo al procedimiento descrito por Martinez et al. (2005): se pesaron 200 mg del
aceite en un tubo de ensayo para adicionarle 1 mL de HCL-Metanol (1N),
inmediatamente se coloco el tubo en un bafo seco a 80 °C durante 2 h, pasando
dicho tiempo se enfrid el tubo a 25 °C y se agregaron 200 uL de agua destilada. Y
se extrajo, afadiendo 2 mL de hexano. Posteriormente se agitd en un vortex y se
agrego sulfato de sodio anhidro para eliminar el agua y se centrifugé a 3000 rpm
durante 5 minutos. Después se recupero la fase organica en un vial de vidrio para
ser analizado por cromatografia de gases. Los ésteres metilicos de los acidos
grasos se analizaron con un cromatografo de gases equipado con un detector de
ionizacion de llama y el uso de nitrogeno como gas portador (4 mL/min). Se empled
un inyector split/splitless y un detector (ambos fijados en 250 °C). Las muestras

fueron inyectados en una columna capilar de silice fundida (HP-INNOWax, 60 m,
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320 pmx, 0.25 ym) a una temperatura programada de 110 a 260 °C a 40 °C/min y
se mantuvo durante un tiempo total de 47 min. En base a los tiempos de retencion
de los estandares (normas de lipidos Sigma-Aldrich: FAME mezclas C14:0-C:22:0,
18917 Supelco, 3050 Spruce Street, Saint Louis, Missouri 63103, Estados Unidos)

se identificaron los acidos grasos.

5.8 PROPIEDADES FiSICO-QUIMICAS DEL ACEITE

En la figura 10 se aprecian las determinaciones realizadas en el aceite. Las
caracteristicas quimicas, se determinaron mediante los indices de yodo (Método Cd
1d-92) y saponificacion (Método Cd 3-25), de acuerdo con el método descrito por

AOCS (1999). Y las propiedades fisicas se describen a continuacioén.

Indice de yodo "t

Fig. 10 Propiedades fisico-quimicas del aceite

5.8.1 INDICE DE REFRACCION

Se medié con un refractometro electronico (PAL-3 ATAGO, EUA.). Se alibré con
una gota de agua destilada, después se coloco una gota de muestra en el prisma
de medicion evitando la formacién de burbujas y se determiné la lectura en el

equipo.
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5.8.2 DENSIDAD

Fue determinada con el picndmetro de 10 mL con tapdén esmerilado. El
procedimiento inicié con la calibracién del picnédmetro que consistio en pesarlo
vacio, llenarlo con agua destilada y colocarlo en un bafio por 30 min para alcanzar
el equilibrio térmico (25 °C), posteriormente se aforé y se volvid a pesar a
temperatura ambiente. Este procedimiento se repitioé utilizando aceite de los tres
tratamientos. Los resultados se expresaron como la relacién de la masa del aceite

con respecto al volumen del picnémetro (g/mL) (Lafont y Portacio, 2011).

5.8.3 COLOR

Se determind utilizando un colorimetro triestimulo marca Hunter lab (MiniScan
Hunter Lab, modelo 45/0L, Hunter Asociates Lab. Virginia U.S.A). Se midieron los
parametros de color: L (Claridad), a*(cromaticidad rojo-verde), b*(cromaticidad
amarillo-azul), (AE) y a partir de ecuaciones 16 y 17 mencionado con anterioridad
se calcularon los valores de Cromaticidad (C*) y angulo Hue (h°).

5.9 PROPIEDADES TERMICAS

Para el andlisis térmico de las muestras de aceites se utilizd un calorimetro
diferencial de barrido (DSC Q2000, V24.10 Build 122, México) controlado por el
software TA Instruments Universal V4.5A Analysis. La metodologia se basé de
acuerdo a lo reportado por Dollah et al. (2015), con algunas modificaciones. El
instrumento fue calibrado con indio, usando flujo de gas de nitrégeno 99.99% a 100
ml/min y una presién de 20 psi. Las muestras de aceite, fueron pesadas de 5-7 mg
con una precision de 0.07 en una charola de aluminio las cuales fueron selladas
mediante una prensa para lograr el cierre hermético de las mismas. Las charolas se
colocaron en el calorimetro, utilizando como referencia una charola vacia de la
misma capacidad, realizandose este ensayo por duplicado. Las muestras fueron
sometidas a procesos de enfriamiento y de calentamiento mediante el siguiente
programa de temperatura: calentamiento de las muestras desde la temperatura

ambiente hasta los -70 °C bajo una corriente de nitrédgeno a 20 mL/min durante 2
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min y rampas de enfriamiento desde los -70 °C a 70 °C a una velocidad de 5 °C/min,
a 70 °C se mantuvo a 2 min; posteriormente fue enfriado desde 70 °C a -70 °C a
razon de 5 °C/min y se mantuvo la isoterma -70 °C durante 2 min. Se obtuvieron los
datos de flujo de calor (en mW) en funcién del tiempo y de la temperatura durante
la etapa de calentamiento, a partir de los cuales se determinaron los valores de las
temperaturas de los picos de transicion (Tp), de la temperatura de inicio (TO) y de la
temperatura de finalizacion (Tend) de las transiciones durante la evolucion del

proceso de fusion.

5.10 IDENTIFICACION Y CUANTIFICACION DE LOS COMPUESTOS

FENOLICOS
5.10.1 EXTRACCION EN FASE LiQUIDA DE LOS COMPUESTOS FENOLICOS

Para la extraccion de compuestos fendlicos en las muestras de aceite, se evaluaron
dos técnicas de extraccion, que a continuacion de describen: El proceso consistid
en adicionar 2g de aceite en 5 mL de n-hexano y se mezclaron con 10 mL de
metanol-agua (80:20 v/v) en un tubo de ensayo, después se agitdé en un vortex
(marca Benchmark) por 2 min. Pasando el tiempo, las muestras fueron colocadas
en la centrifuga (Heraeus Labofuge, 400 R centrifuge Thermo electron corporation.
U.S.A) a 3000 rpm durante 10 min a 4 °C, los extractos hidroalcohdlicos se
separaron de la fase lipidica mediante una pipeta pasteur y transferido a un tubo
eppendorf, posteriormente fue evaporada al vacio en el equipo de Centrivap
(Labconco 7812010, CentriVap Mobile System Console. Kansas), a una
temperatura de 30 °C hasta que se alcanz6 una consistencia de jarabe. El residuo
lipidico se volvié a disolver en 10 mL de metanol-agua (80:20, v/v) y la extraccién
se repitidé dos veces. Los extractos hidroalcohdlicos se redisolvieron en acetonitrilo
(15 mL) y la mezcla se lavo tres veces con n-hexano (15 mL cada uno). Los fenoles
purificados en acetonitrilo se concentraron al vacio a 30 °C y luego se disolvieron

en metanol para su posterior analisis (Ramadan, 2013).
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El procedimiento descrito por Garcia-Villalba et al. (2010) con algunas
modificaciones, se describe a continuacion: los cartuchos de Diol C18 se
acondicionaron previamente mediante la adicibn de 5 mL de metanol y
posteriormente 5 mL de n-hexano. Después se adicioné la muestra, para lo cual se
midieron 12 mL de aceite y se disolvieron en 12 mL de hexano. Posteriormente los
cartuchos se lavaron con 7.5 mL de n-hexano para eliminar la fraccién no polar del
aceite, y la muestra se eluyd con metanol (20 mL) sin vacio. Los eluyentes se
evaporaron al vacio en un equipo Centrivap (Labconco 7812010, CentriVap Mobile
System Console. Kansas) a una temperatura de 30 °C. Después, el residuo seco se

volvid a disolver en 2 mL de metanol.

5.10.2 DETERMINACION DE COMPUESTOS FENOLICOS

Para la identificacion y cuantificacion de los compuestos fendlicos se utilizé el
cromatografo de liquidos de alta resolucién acoplado a masas (LC-MS) con médulo
de ionizacioén negativo (ESI) a base del método reportado por Gruz et al. (2008), con
algunas modificaciones. La columna utilizada fue de fase reversa, Acquity UPLC
BEH C8 (2.1 x 150 x 1.7 ym) que se mantuvo entre 20-40 °C, un voltaje de 20-70V
con un volumen de inyecciéon de 1 pL. Como fase movil se manejé agua/acido
férmico (99:1 v/v) (A) y acetonitrilo (B) a una velocidad de flujo de 0.250 mL/min,
una temperatura de la fuente de 150 °C, una temperatura de solvatacion de 350
°C, con un flujo de gas del cono de 151 L/h y un flujo de nitrégeno de 646 Ib/ft3. En
la Tabla 1, se observan los gradientes utilizados en el equipo para separar los
componentes y en la Tabla 2, el tiempo de retencion y los fragmentos de los

estandares.
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Tabla 1. Componentes de separacion a base de los gradientes

Tiempo Fase A Fase B
(Min) (Agua acidificada 1%) (Acetonitrilo HPLC)
Inicial 95 5

0.8 95 5
1.2 90 10
1.9 90 10
2.4 85 15
3.7 85 15
4 79 21
5.2 79 21
5.7 73 27
8 50 50
9 0 100
11.5 95 5

Tabla 2. Tiempo de retencion de iones referenciales para identificacion de

compuestos fendlicos

Compuesto Fragmentos Fragmentacion Tiempo de
lon precursor retencion (min)
(m/z)

Acido 4
hidroxibenzoico/salicilico 4.52 137.04 65.09, 93.05
Acido 2,5 dihidroxibenzoico 4.22 153.15 81.09, 108.92
Acido 2, 4, 6
trihidroxibenzaldehido 6.36 153.15 83.04, 153.52
Acido protocatecoico 3.12 153.15 91.04, 109.05
Acido vanilico 4.95 167.18 123.09, 152.02
Acido galico 1.62 169.15 79.07, 125.05
Acido siringico 5.19 197.21 153.11, 182.05
Acido transcinamico 9.1 14717 77.07, 103.08
Acido cumarico 6.38 163.24 98.07, 119.08
Acido cafeico 4.99 179.19 89.09, 135.08
Acido quinico 0.99 191.2 85.06, 93.06
Acido ferulico 6.75 193.24 134.04, 178.07
Acido sinapico 6.64 223.24 149.04, 164.06
Acido 4-o cafeoilquinico 4.62 353.3 173.01, 179.06
Acido clorogénico 4.41 353.34 85.05, 191.06
Acido rosmarinico 7.89 359.28 161.04, 197.05
Acido 3,4/ 4,5 dicafeoilquinico 7.23 515.43 173.01, 179.06, 353.2
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5.11 METODO LC-APC*-MS PARA LA IDENTIFICACION DE
TOCOFEROLES Y FITOESTEROLES

Los analisis de tocoferoles y esteroles se realizaron por LC-APCI*-MS
(Cromatografia liquida- ionizacién quimica a presion de iones-acoplada a masas),
de acuerdo al método descrito por Zarrouk et al. (2009), con algunas modificaciones.
El equipo LC se acopl6é a un espectrometro de masas equipado con una interfaz
APCI (en modo de ion positivo) usando los siguientes parametros: una velocidad
del gas seco (nitrogeno) fluyé a 0.12 mL/min con una presion del gas nebulizador
(barra) a 6 psi en un limite de alta presion de 15000 psi, se aplicé una descarga en
corona del orden 1.0-6.1 Kv, la temperatura de la interfase APCI fue de 300 °C. En
la Tabla 3, se indican los gradientes de separaron con de elucién de agua/acido
férmico (A) y acetonitrilo (B) a una velocidad de flujo de 0.11 a 0.12 mL/min a una
temperatura de la fuente y solvatacion de 150 °C y 250 °C, respectivamente, con

un flujo de gas del cono de 150 L/h.

Tabla 3. Gradientes de separacion de los compuestos de tocoferol y fitoesteroles

Tiempo Fase A Fase B
(Min) (Agua/7.5 mM ACIDO FORMICO) (Acetonitrilo )
Inicial 15 85

0.2 10 90
8.0 0 100
9.0 15 85

El equipo fue programado con las siguientes condiciones: se utilizdé la columna
Acquity UPLCr BEH ShieldRP C18 (2.1 x 150 x 1.7 ym), la temperatura de la
columna se fijé a 40 °C, un voltaje entre 30.0 — 99.19 V y el volumen de inyeccion
fue de 0.2 pL. La identificacion de los analitos se basé en la comparacion de sus
tiempos de retencion y sus espectros de masas con respecto a los estandares, la
cual se indican en la Tabla 4. Para la cuantificacion de los analitos, se prepararon

estandares a diferentes concentraciones.
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Tabla 4. Tiempo de retencion de iones referenciales para identificacidén tocoferoles
y fitoesteroles

Compuesto Tiempo de APCI*  Fragmentos Ecuacién
retencién (min)

Delta tocoferol 7.46 403.289 136.98 y =78119x + 9E-10
Gama tocoferol 8.34 417.271 151.00 y = 68266x + 2E-09
Alfa tocoferol 9.09 431.337 165.06 y = 58807x
Ergosterol 7.78 397.27 124.00 y =2301.1x — 43140
Campesterol 9.98 401.33 383.00 y = 7293.2x — 126544
Estigmasterol 10.08 413.29 124.00 y = 7682.3x — 68959
B-sitosterol 10.74 415.32 397.00 y =97659x — 777615

5.11.1 PREPARACION DE LA MUESTRA PARA LA IDENTIFICACION Y
CUANTIFICACION DE TOCOFEROLES Y FITOESTEROLES

Para la identificacion de estos analitos, se adicionaron 100 pyL de aceite en 900 L

de acetato de etilo en tubos eppendorf, para la cual se agité por 1 min en un vortex.

Posteriormente se filtr6 en una membrana de 0.45 um y se recolecté en un vial

ambar para ser analizado en el LC-APCI*-MS, la cual se observa en la figura 11.

Fig. 11 Preparacion de la muestra para la cuantificacion de tocoferoles y
fitoesteroles.

5.12 DETERMINACION DE LA CAPACIDAD DE ABSORCION DE
RADICALES DE OXiGENO

Para la determinacién de la capacidad de absorcion de radicales de oxigeno
(ORAC, por su sigla en ingles oxygen radical absorbance capacity) se empled la
metodologia de Garret et al. (2010). Se anadieron 20 uL de muestra en una

microplaca de 96 pozos para fluorescencia y después se agregaron 200 uL de
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fluoresceina 0.108 uM; la microplaca se incubd a 37 °C por 15 min y posteriormente
se hicieron tres lecturas de fluorescencia en un espectrofotometro Sinergy HT a una
longitud de onda de excitacidon y emisién de 485/20 y 528/20 nm, respectivamente;
a continuacion, se anadieron 75 pL del radical 2,2’-azobis (2-amidinopropano)
(AAPH) 79.65 mM y se efectu6 una cinética por 2 h a 37 °C. Se us6 una curva
estandar de TROLOX® con concentraciones de 5, 10, 25, 35y 50 uM; los resultados

obtenidos se expresaron como uM equivalentes de TROLOX® (uUMET).

5.13 DISENO EXPERIMENTAL

Se realizé un disefo central compuesto con tres variables independientes, que
fueron: la relacién de proporcién muestra/solvente (X1), temperatura (X2) y tiempo
(X3), con 6 puntos centrales, en donde se aprecia en la Tabla 5. Y como variables
de respuesta el rendimiento, la eficiencia y la estabilidad oxidativa (IP, AGL, p-IA'y

VT) del aceite extraido.

Tabla 5. Niveles de las variables codificadas del aceite de semilla de moringa
extraido por EU

Variables Cddigo Niveles
- -1 0 +1 +a
Proporcién (g/mL) X1 6 8.84 13 17.16 20
Temperatura (°C) X2 10 14.05 50 25.95 30
Tiempo (min) X3 40 44.05 20 55.96 60
a=1.68

Los datos experimentales se analizaron con la metodologia de superficie de
respuesta utilizando el paquete estadistico Design Expert (Design Expert 8.0.2,
Stat-Ease INC., Minneapolis, Estados Unidos), utilizando regresion lineal multiple y
la significancia estadistica de los términos de regresion se analizaron mediante un
Andlisis de Varianza (ANDEVA), con un nivel de confianza del 95%, utilizando el
programa estadistico Statistica Version 10.0 (StatSoft, Inc. 1984-2008, USA).
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5.13.1 OPTIMIZACION DEL METODO DE EXTRACCION

Se utilizo la metodologia de superficie de respuesta para optimizar numéricamente,
el rendimiento, la eficiencia y la estabilidad oxidativa, IP, p-IA, AGL y VT, fueron las
variables de respuestas. Los parametros de respuesta, se mencionan a
continuacion: valores maximos en el rendimiento y eficiencia y valores minimos con

respecto a la estabilidad oxidativa.

Tabla 6. Disefio experimental de las variables independientes

Tratamiento Proporcién (g/mL)

Temperatura (°C)

Tiempo (min)

X1(x1) Xz (x2) X3 (x3)
1 8.84 (-1) 44.05 (-1) 14.05 (-1)
2 17.16 (1) 44.05 (-1) 14.05 (-1)
3 8.84 (-1) 55.95 (1) 14.05 (-1)
4 17.16 (1) 55.95 (1) 14.05 (-1)
3 8.84 (-1) 44.05 (-1) 25.95 (1)
6 17.16 (1) 44.05 (-1) 25.95 (1)
7 8.84 (-1) 55.95 (1) 25.95 (1)
8 17.16 (1) 55.95 (1) 25.95 (1)
9 6 (-1.68) 50 (0) 20 (0)
10 20 (1.68) 50 (0) 20 (0)
11 13 (0) 40 (-1.68) 20 (0)
12 13 (0) 60 (1.68) 20 (0)
13 13 (0) 50 (0) 10 (-1.68)
14 13 (0) 50 (0) 30 (1.68)
15 13 (0) 50 (0) 20 (0)
20 13 (0) 50 (0) 20 (0)

X es el valor real de las variables. (x) es el valor codificado de las variables

5.13.2 ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados de las propiedades fisicoquimicas, perfil de acidos grasos y térmico,
tocoferoles, fitoesteroles y ORAC, realizados en los tres mejores tratamientos se
analizaron mediante un Analisis de Varianza (ANDEVA) de una via y se

determinaron las diferencias entre los promedios mediante una prueba de diferencia
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minima significativa (LSD), con un nivel de confianza del 95%, utilizando el
programa estadistico Statistica Version 10.0 (StatSoft, Inc. 1984-2008, USA).
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6. RESULTADOS Y DISCUSIONES

6.1 PROPIEDADES FiSICAS DE LA SEMILLA
6.1.1 TAMANO Y FORMA

Las dimensiones de longitud, el ancho y el espesor de las vainas, semillas y
almendra de Moringa oleifera se especifican en la Tabla 7. Las 100 vainas
mostraron una longitud media de 16 a 23.3 cm, anchura de 1.376 a 2.098 cm y un

espesor de 0.998 a 2.16 cm, con una media de masa de 4.96 a 16.78 g.

En promedio en cada vaina se encontraron 16.62 + 3.56 semillas, con una media
de 6 a 23 sumando un total de 1518 semillas de las 100 vainas con una masa total
de 354.36 g, teniendo un promedio de 5.64 + 1.56 g de las semillas de cada vaina.
Las semillas presentaron las siguientes dimensiones: media de longitud de 0.713 a
1.144 cm, anchura de 0.095 a 1.78 cm, espesor de 0.537 a 1.17 cm; la masa de
cada semilla oscilo de 0.2675 a 0.4301 g.

La dimension longitudinal de las almendras varié entre 6.03 a 8.66 mm, la media del
ancho y espesor fue de 0.725 a 0.849 cm y 0.471 a 0.782 cm, respectivamente y

0.14 a 0.25 g con respecto a la media de la masa.

Los valores del Dg y Dade la vaina, fueron superiores comparados con la semilla y
almendra. Sin embargo, los valores del diametro geométrico y aritmético mostraron
una aproximacion, esta informacién es relevante para el desarrollo de equipos que
permitan separar o clasificar las semillas y almendras de acuerdo a la dimensién
obtenida. Resultados similares fueron reportados por Aviara et al. (2013) en las
semillas (1.07-1.15 cmy 1.067-1.144 cm) y almendras (0.663-0.717 cm y 0.661-

0.714 cm) de moringa de diferentes contenidos de humedad.

El conocimiento de la masa del fruto de moringa es relevante para el procesamiento
de la materia prima, de acuerdo a los resultados de la Tabla 7, en promedio la parte

comestible del fruto (vaina) fue de 1.48 % y de la semilla el 64%.
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Tabla 7. Propiedades fisicas del fruto moringa

Propiedades fisicas Vainas Semillas Almendras
L (cm) 22.34 £ 2.61 0.93 +0.07 0.74 £ 0.04
A (cm) 1.84 £0.16 1.01£0.13 0.75+0.04
E (cm) 1.84 £ 0.16 0.96 + 0.08 0.63 + 0.06
Dg (cm) 422 +0.31 0.97 £ 0.08 0.70 £ 0.02
Da (cm) 8.67 + 0.89 0.97 £ 0.07 0.71 £0.02
A (%) 19.04 £ 1.70 100 +0.07 95 +0.05

AR 0.08 £ 0.01 1.08 £ 0.14 1.01 £0.07
Masa (g) 10.80 + 2.31 0.25+0.05 0.16 £0.02
S (cm?) 56.21 £ 8.17 294 £0.45 1.55+0.08
V (cm3) 20.84 +4.47 0.52+0.15 0.17+£0.2
Se (cm?) 378.46 + 56.07 8.54 £+ 1.24 5.05+ 0.28
E v (cm?) 319.55 £ 68.50 3.84 £ 0.87 146 + 0.11

pa(g/cm3) e 0.48 + 0.01 0.72 £0.05
pb (g/lcm3) e 0.29 £0.02 0.46 £ 0.01
£(%) e 41 +4.54 36.27 £ 4.73

Son resultados del promedio de 100 determinaciones de las vainas y 300 en semilla y almendras +
la desviacion estandar. L = longitud; W = Ancho; T = Espesor; Dg = diametro geométrico; Da =
diametro aritmética; @ = Esfericidad; Ar = Relacidon de aspecto; S = area de la superficie; V =
Volumen; S ¢ = superficie elipsoide; Ev = Elipsoide; pa = Densidad aparente; p» = Densidad a granel;
£ = Porosidad.

6.1.2 PROPIEDADES GRAVIMETRICAS

La forma de un material alimenticio se expresa habitualmente en términos de su
esfericidad (), y la relacién de aspecto (Ra) (Wani et al., 2014). Con respecto a la
esfericidad, los valores obtenidos en las vainas (19.04 £ 1.70) demuestran que no
son esfeéricos, como se observa en la figura 3 y a simple vista son longitudinales, sin
embargo, las semillas son mas esféricas comparadas con las almendras. De
acuerdo a Niveditha et al. (2013) los valores de esfericidad cercanos a 1 tienen a
rodar, en base a ello se puede decir que las semillas y almendras tienen la facilidad
de deslizar o rodar (Pradhan et al., 2012). La relacion de aspecto se refiere a la
relacion de la anchura y la longitud, que es un indicativo de su tendencia a ser de
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forma oblonga (Hernandez et al., 2015). De acuerdo a los resultados de ¢ y Ra en
las semilla (1.08 + 0.14) y almendra (1.01 £ 0.07), ambas presentaron una forma
circular. El conocimiento del tamario y forma del fruto de moringa son importantes
en electrostatica, para la separacion de materiales no deseados, en el
dimensionamiento del desarrollo y/o disefio de maquinarias, equipos de
clasificacion, tolvas, rampas y separadores.

Los valores de superficie (S=56.21 + 8.17 cm?) y el volumen (V=20.84 +4.47 cm?)
de las vainas son superiores a las semillas y almendras. La informacion de Sy V
juega un papel importante en la determinacion del area proyectada de las semillas
que se mueven en la corriente de aire turbulento y por lo tanto es util en el proceso
como la cosecha, limpieza, la separacion, la manipulacién, la aireacién, secado,
almacenamiento, molienda, coccion y la germinacién (Hernandez-Santos et al.,
2014). El aumento de la proporcion de S y V eleva la velocidad de transferencia de
calor y masa de semillas o granos que facilitan las operaciones de secado,
enfriamiento y calentamiento (Jannetizadeh et al., 2008; Vishwakarma et al., 2012).
En la Tabla 7 se aprecia los resultados de superficie elipsoide (Se) de las vainas,
semillas y almendra, la cual se observa que fueron superiores a los reportados por
Firatligil-Durmus et al. (2010) en las semillas de leguminosas de diferentes
variedades (Se= 0.109 - 0.162 cm?), pero inferiores al Elipsoide (Ev= 13.978 a 25.22
cm?), estas diferencias puedieron haber sido debido a diferencias genéticas.

En las semillas y almendras se distinguen dos tipos de densidades: la densidad
aparente (pa) y la densidad a granel (pb). La pa es la relacion entre la masa del
material y el volumen real ocupado por la particula, excluyendo los espacios vacios,
en cambio la pb es la relacion entre el peso y el volumen total de la masa del
producto, incluyendo los espacios intersticiales que dejan los materiales entre si.
La valores de la pa (0.48 £ 0.01) de las semillas y almendras (0.72 + 0.05) son
superiores al reportado (0.027 y 0.017 g/cm3) por Aviara et al. (2013). Esta
diferencia probablemente se le atribuye al alto contenido de humedad en las
muestras del trabajo de Aviara et al (2013); de acuerdo a Aviara et al. (2005) y
Tunde-Akintunde y Akintunde (2007) indicaron que la pa de la semilla/almendra

disminuye con el aumento del contenido de humedad asi mismo la pb disminuye
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con la humedad porque las semillas aumentan de tamano, lo cual hace que las
semillas con altos contenidos de humedad ocupen mas espacio. Sin embargo, los
valores presentados por la almendra fueron similares a los de las semillas de frijol
de india (0.72-0.87 g/cm3). Por otra parte, la pa proporciona informacion para el
analisis de la transferencia de calor a través de los granos, en el control de calidad,
limpieza, la capacidad de almacenamiento, calculo y disefio de sistemas de
transporte (Ozturk et al., 2009; BerdaftarKantar et al., 2010).

Los valores de pb oscilaron entre 0.29 + 0.02 g/cm® y 0.46 + 0.01 g/cm3, en las
semillas y almendras respectivamente, estos valores indican, que los frutos al tener
una densidad <1 no son densos, es decir existe mayor cantidad de espacios vacios
dentro del fruto y son mas ligeros que el agua y por lo tanto flotan (Simonyan et al.,
2009; Taser et al.,, 2005), los resultados se correlacionan con los datos de
esfericidad, al ser esféricos mayor cantidad de espacios vacios presentan los frutos.
Los resultados de densidad a granel son importantes en el disefio de sistemas de
almacenaje, empaque, deshidratacion y transporte (Niveditha et al., 2013).

La porosidad (¢) se define como la fraccion de volumen del aire o la fraccion de
vacio en la muestra y determina la pérdida de carga que debe vencer el aire en
procesos tales como secado y aireacion, por ello es un dato importante y necesario
para disefar los sistemas de aireacion durante el almacenamiento (Yanucci, 2002).
De acuerdo a los resultados las semillas mostraron mayor €=41 + 4.54%, debido a
su mayor esfericidad, seguida de la almendra con un valor de 36.27 + 4.73%, estos
resultados se encuentran dentro del intervalo reportado por Aviara et al. (2013) con
€=37.5 - 68% en las semillas de moringa, con diferentes contenido de humedad
(8.43-31.66%) (En base seca) y en la almendra (20 al 74%) en el intervalo de
humedad de 6.75 a 31.5%. También fueron similares a los resultados con la semilla
de chia (28.2-33.1) (Ixtaina, 2010) los granos de Canavalia (40.1-44.6%) (Niveditha
et al., 2013), semillas de cilandro (31.39-33.03) (Coskuner y Karababa, 2007). Pero

superiores a la quinoa (0.194-0.438) (Vilche et al., 2003). Por lo tanto, entre mayor

sea la €, mejor es la difusién de aireacion y vapor de agua durante el secado.
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6.1.3 PROPIEDADES FRICCIONALES-FLUIDEZ

6.1.3.1 Angulo de Reposo

Los resultados del angulo de reposo de la semilla con alas (83.15 + 0.38°), sin alas
(83.41 £ 0.18°) y la almendra (83.18 + 0.87°) no mostraron diferencia significativa
(p<0,05), no obstante los valores fueron superiores con respecto a lo reportado por
Aviara et al. (2013) en las semillas y almendra (17.1° a 23° y 13.1° a 21.8°,
respectivamente); esto se debe por la diferencia en el aumento de contenido de
humedad. También en investigaciones realizadas en garrofin (20.31°) presentaron
valores bajos asi como semillas oleaginosas: girasol, mijo, quinoa, sésamo y lino
(Ixtaina, 2010; Barahona et al., 2011). Los bajos valores registrados en el angulo de
reposo pueden atribuirse a la facilidad de las semillas de deslizarse o fluir unas
sobre otras debido a la superficie exterior lisa y a la forma de las mismas, indicando
que las semillas y almendras de este estudio no presentaron facilidad en deslizarse
a pesar de los altos valores esféricos, esto se puede atribuir a su mayor fuerza de
cohesion entre los granos/semillas y la superficie. Por lo tanto el angulo de reposo
es un indicador util para saber la fluidez del material que sirve para caracterizar el
comportamiento del flujo de los alimentos en procesos continuos (Pradhan et al,
2008).

6.1.3.2 Coeficiente de Fricciéon Estatico y Dinamico

De acuerdo a las figuras 12 y 13 se observan los valores promedios del coeficiente
dinamico () y de friccion estatico (Mo) en funcion de las semillas con alas, semillas
sin alas y almendras en diferentes superficies de contacto (madera, vidrio, cloruro
de polivinilo (PVC), caucho, hierro galvanizado y acero inoxidable). Se observaron
valores altos en el coeficiente estatico de friccion comparado con el coeficiente
dinamico de friccion en todas las seis superficies estudiadas; la misma tendencia
observaron Barahona y Torres (2011) en las semillas de vitabosa; asimismo
Altuntas et al. (2005) con las semillas de alholva (Trigonella foenum graecum) y
Amin et al. (2004) (semillas de lentejas). Esto implica que la fuerza necesaria para
mantener la muestra en movimiento es menor que la fuerza de inercia originada

después del primer esfuerzo.
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De acuerdo al analisis de varianza, el tipo de superficie de contacto y la presentacion

del fruto de moringa presentaron efecto significativo sobre los coeficientes de

superficies.

friccion estatico y dinamico. Estos resultados

investigaciones realizadas por Mansouri et al. (2015) en las semillas de melén,

Abdullah et al. (2011) en semillas de Parkia speciosa y frutas, nueces y granos de

Jatropha curcas reportado por Sirisomboon et al. (2007).

son similares con algunas
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Las letras diferentes por cada tipo de muestra son diferentes estadisticamente (p< 0.05).

Sin embargo, las semillas con y sin alas, y almendras mostraron mayor coeficiente
estatico de friccion contra el caucho. No obstante, el acero inoxidable ofrecié una
friccion minima en las semillas y almendras, esto se puede atribuir a la superficie
pulida y lisa de acero inoxidable en comparacion con otras superficies utilizadas asi
como las superficies lisas de las semillas y almendras, dando como resultado la
facilidad de moverse en superficies de prueba. Estos concuerda con lo reportado
por Karaj y Muller (2010) y Nimkar et al. (2005).

Para el caso de las semillas con alas, fueron favorecidas con el coeficiente estatico
de friccién contra la madera pero requirid6 mayor friccidon de la misma superficie
comparado con las semillas sin alas y las almendras. Esto probablemente sea, por
que ejerce una fuerza de adhesion en la superficie de contacto con las alas que

rodea la semilla originando una alta resistencia a desplazarse con las superficies.
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Debido a que el coeficiente de friccion es una propiedad fundamental de los granos
y semillas, para el disefio de maquinas agroindustriales y estructuras de
almacenamiento, asi como operaciones de acondicionamiento y transporte, se
observo que el acero inoxidable, hierro galvanizado (excepcion de las semillas con
y sin alas), PVC (para semillas sin alas y almendras) y madera (en caso unico de la
semilla con alas) mostraron mejor eficiencia en el flujo de la masa unitaria ademas,
redujeron el consumo de energia por lo que serian los materiales adecuados en los

sistemas de transporte.

6.1.3.3 Fuerza de Ruptura

El analisis de varianza presento diferencias significativas (p<0.05) de la fuerza de
ruptura (N) para las semillas con alas (7711.05 £ 229.75 N), semilla sin alas
(11799.89 + 165.00 N) y la almendra (34826.58 + 1179.17 N). Estos resultados son
mayores comparados con otras semillas oleaginosas, como las semillas de soya
(Paulsen, 1978) y de girasol (Gupta y Das, 2000). Esta diferencia probablemente
se atribuya a la variabilidad del contenido de humedad en dichas semillas, ya que
absorben cierta cantidad de agua que llena los espacios internos, volviéndose
estructuralmente mas turgente, dando como resultado un incremento de la fuerza

de ruptura.

La fuerza de ruptura fue mayor para las almendras, esta tendencia probablemente
sea por la estructura y composicion quimica de la almendra, al tener alto contenido
de proteina y el grado de interaccion de la matriz de la proteina con el aceite, origina
una mayor dureza. Esta informaciéon es indispensable para conocer la fuerza
necesaria para triturar a la almendra en el proceso de obtencion de la harina para
la extraccion del aceite. Con respecto a la informacion de la fuerza de ruptura (N)
de las semillas es importante para descascarillar las mismas. Por lo que se sugiere
utilizar las semillas sin alas, debido a que utiliza menor fuerza de ruptura en

comparacion con las semillas con alas.
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6.1.4 CAPACIDAD HIDRATACION E iNDICE DE HIDRATACION

En la Tabla 8, se muestran los resultados de la capacidad de hidratacion e indice
de hidratacion. Las semillas (con y sin alas) y las almendras absorbieron agua a
diferentes velocidades y magnitudes. Cuando las moléculas del agua penetraron en
el interior de las paredes vegetales de las muestras, ocuparon los espacios
capilares, esto origin6 una presion de absorcion en el proceso de difusion del agua,
por ello se registraron diferencias significativas (p<0.05) en la capacidad e indice de
hidratacion. Por qué las semillas con alas presentaron mayores espacios capilares
comparados con las semillas y almendras.

No obstante, las almendras presentaron mayor capacidad de hinchamiento, esta
diferencia probablemente se deba a que la matriz de la almendra estaba
conformada principalmente de proteinas y aceites, sin embargo el principal
componente que absorbe el agua son las proteinas. La capacidad de hinchamiento

es importante para llevar al rompimiento de la testa durante la germinacion.

6.1.5 CAPACIDAD DE HINCHAMIENTO E iNDICE DE HINCHAMIENTO

Con respecto al indice de hinchamiento no presentaron diferencias significativas en
las muestras como se muestra en la Tabla 8, a pesar que presentaron diferencias
en los parametros anteriores. Indicando que las muestras tienen suavidad y alta
permeabilidad en sus paredes vegetales asi como en sus matrices. Esta informacién
es relevante para el procesamiento (remojo, germinacion, descascarillado y
fermentacidn) para la extraccion de los principios activos o eliminar componentes

antinutricionales.

Tabla 8. Capacidad e indice de hidratacién e hinchamiento

Parametro/muestra Semillas con alas Semillas Almendras

Capacidad de hidratacion 0.28 £ 0.00¢ 0.23+0.01® 0.15+0.012
indice de hidratacion 1.24 £ 0.03° 0.97 +0.02> 0.80 + 0.022
Capacidad de hinchamiento 0.22 + 0.01° 0.19+£0.01¢ 0.25+£0.012
indice de hinchamiento 0.01+£0.00°2 0.01+£0.002 0.01+0.012

*Los resultados se expresan como la media de determinaciones por triplicado * la desviacion
estandar. Las letras diferentes en las filas, presentan diferencias significativas (p<0.05).

46



6.2 COMPOSICION QUIMICA DE LA HARINA DE ALMENDRA DE
MORINGA

Los resultados mostraron que las semillas contenian 5.18% de humedad, similar al
valor (5.70%) reportado por Anwar y Bhanger (2003) pero superior a 4.1% indicado
por Duke y Atchley (1984) e inferior a lo reportado por Abdulkarim et al. (2005)
(7.9%) para semillas de moringa. Sin embargo el contenido de proteina cruda
(40.03%), fibra cruda (5.91%) y cenizas (4.32%) fueron similares a lo reportado por
Abdulkarim et al. (2005), Anwar y Bhanger (2003), Makkar y Becker (1997) y Duke
y Atchley (1984), como se muestra en la Tabla 9 (expresada en base seca). Sin
embargo, los resultados encontrados en los lipidos (46.27%) fueron superiores a lo
reportado por Tsaknis et al. (1999), Amaglo et al. (2010) y Rodriguez (2008). Esta
diferencia puede deberse a las diferencias en el origen de cosecha, el clima, la
recoleccion y el tiempo de las semillas, es decir en factores climatoldgicos y
agronomicos. Sin embargo, el alto porcentaje de aceite hace que esta semilla tenga

un potencial para la industria aceitera.

Tabla 9. Composicion quimica de la harina de almendra de moringa

Valores reportados (bs)

Componentes .
(%) Valores Abdulkarim Anwary Makkary Dukey
obtenidos etal. (2005) Bhanger Becker  Atchley
(M * DE) (2003) (1997) (1984)
Proteina cruda?® 40.03 £ 0.48 41.6 31.13 36.7 40.0
Lipidos 46.27 £ 0.26 33.4 42.83 41.7 36.2
Fibra cruda 591+0.43 4.9 7.64 4.8 3.6
Ceniza 4.32+0.84 7.0 7.0 3.8 3.3
Carbonhidratos 3.47 13 11.40 17.8 16.8
totalesP

M + DE media + desviacion estandar. @ La proteina cruda = N (%) - 6.25. ® Los carbohidratos se

obtuvieron por diferencia.

47



6.3 COLOR EN LA HARINA DE ALMENDRA DE MORINGA

Los resultados mostraron que la harina presenté un color blanco amarillento, con
valores de luminosidad (L*)= 73.67 £ 0.06, el parametro a* (1.82 + 0.02) indico
valores positivos, lo cual significa que se encuentra en tonos rojos, de igual manera
los resultados de b* fueron positivos, indicando la tendencia mas fuerte hacia el
color amarillo, este resultado probablemente sea por la presencia de carotenos en
las harinas de las almendras de las semillas de Moringa (18.56 £ 0.06). El parametro
de cromaticidad (C*) estan relacionado a los valores de a* y b* los cuales
determinan el color e indica la intensidad o saturacion de la tonalidad, cuando C* es
cercado a cero indican una tonalidad que tiene una baja saturacion del color. En la
muestra se observo un grado de saturacion de 18.64 + 0.07. El angulo hue (h°) es
una medida que expresa la tonalidad del color (amarillo, rojo, verde y azul), las
harinas presentaron un angulo de 84.23° £ 0.31, este valor se encuentra cercano al
angulo hue de 90°, el cual caracteriza al tono amarillo. Con respecto a la diferencia
de color (AE), se refiere a la comparacién con el estandar de referencia, debido a
que este practicamente corresponde a un blanco perfecto cuya L*=100, a* y b*=0.

La muestra mostro la diferencia de color de 31.64 + 0.07.

6.4 EFECTO EN LA EXTRACCION POR ULTRASONIDO SOBRE EL
RENDIMIENTO DEL ACEITE DE LAS SEMILLAS DE MORINGA

El rendimiento de los diferentes tratamientos de extraccion vario de 389.46 a 438.69
g de aceite/kg de muestra, como se observa en la Tabla 10. Presentando un
promedio de 423.21 g de aceite/kg muestra, de acuerdo a las condiciones de
extraccion por ultrasonido. El rendimiento maximo se obtuvo en los tratamientos 8
y 10. De acuerdo a las siguientes condiciones de extraccion: una proporcion de 20
y 17.16 mL del solvente (hexano) por cada gramo de la harina tamizada, con una
temperatura de 50 y 55.95 °C en un tiempo de 20 y 25.95 min, respectivamente.

Los valores obtenidos son mayores a lo reportado por Marrero et al. (2014) (265 g
de aceite/lkg de muestra). Esto podria atribuirse al acondicionamiento (pre-
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tratamiento) de la materia prima asi como a las diferentes condiciones de extraccion
asistida por ultrasonido y a las condiciones ambientales. Es decir el tamafio de
particula y la aplicacion de un pretratamiento de extraccion influyen en el
rendimiento de extraccion del aceite. Este incremento posiblemente ocurre porque
existe una mayor superficie expuesta, facilitando la difusion del aceite. Por otra
parte, la aplicacion de un pre-tratamiento térmico produce la ruptura de las paredes
celulares, reduciendo la viscosidad del aceite facilitando su fluidez vy

desplazamiento.

También son superiores a los resultados encontrados en el método de extraccion
con diéxido de carbono supercritico utilizando etanol (378.5 265 g de aceite/kg de
muestra) (Zhao y Zhang, 2013), enzimatico (226 265 g de aceite/kg de muestra)
(Abdulkarim, et al., 2005), sin embargo, son similares a la extraccién con disolventes
utilizando hexano (331, 380, 420 265 g de aceite/kg de muestra) reportados por
otros investigadores (Mani et al., 2007; Lalas y Tsaknis, 2002; Anwar y Bhanger,
2003), esta discrepancia probablemente se deba a la variedad de la planta, las
condiciones ambientales, etapa de maduracion, el tiempo de la cosecha de las

semillas y el método de extraccion utilizado.

El coeficiente de correlacion del modelo ajustado a los datos experimentales fue de
0.97, lo que indicaron que el modelo tuvo un efecto significativo (p<0.05) y que
adecuadamente representaron la relacién real entre los parametros estudiados. De
acuerdo a los analisis estadisticos, el rendimiento de aceite se correlaciona
positivamente con la proporcion de muestra/solvente (p/v) y temperatura (°C) en
términos lineales y para el término cuadratico la proporcion fue significativa
(p<0.05).

Por lo tanto, el aumento de las proporciones y temperatura aumentaron el
rendimiento del aceite. En la Tabla 11, se observd que la magnitud del coeficiente
de la proporcién fueron mayores que los coeficientes de temperatura de extraccion

y tiempo, indicando que la relacién de la proporcidn de muestra/solvente tiene mayor
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efecto en el rendimiento de aceite comparado con el resto de las variables
independientes. Los efectos de interaccion significativos (p<0.05) de las variables
de EU sobre el rendimiento se pueden visualizar con la superficie de respuesta en
la figura 14. Estos resultados demostraron que la frecuencia y potencia del bafo
ultrasénico, asi como las variables independientes (solvente, temperatura y tiempo)
jugaron un papel muy importante para el rendimiento del aceite. La frecuencia
utilizada en el bafio ultrasonico (80 KHz) aumentd la superficie de contacto entre
las fases sélida y liquida por las vibraciones mecanicas ocasionadas por las ondas
de ultrasonido, es decir, esa vibracion permitido que el solvente penetrara facilmente
y en mayor cantidad en la matriz de la muestra, ademas con el aumento de la
proporcion del solvente (hexano) mejoro la difusién en las paredes del vegetal y
redujo la viscosidad del aceite, permitiendo la salida de mayor cantidad de aceite,
ademas al aumentar la temperatura y el tiempo de ultrasonicado, facilité la
transferencia de aceite en las harinas tamizadas porque la temperatura suaviza los

tejidos del vegetal y mejora la difusién, promoviendo asi la extraccion del aceite.
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Fig. 14 Grafica tridimensional del rendimiento de extraccion del aceite de semilla
de moringa en funcion de la proporcion, temperatura y tiempo.
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6.5 EFECTO EN LA EXTRACCION POR ULTRASONIDO SOBRE LA
EFICIENCIA DEL ACEITE DE LAS SEMILLAS DE MORINGA

En la Tabla 10, se visualizan los resultados de la eficiencia de extraccion del aceite
de las semillas de moringa, la cual varié de 887.76 a 999.97 g de aceite/kg de
muestra con un promedio de 964.69 g de aceite/lkg de muestra de los 20
tratamientos, siendo los tratamientos 8 y 10 los que presentaron mayor eficiencia.
En la Tabla 11 se presentaron los coeficientes del modelo de regresion, los
coeficientes de temperatura de extraccion y el tiempo de ultrasonicado en primer
orden y la variable x1 (proporcion g/mL) de segundo orden fueron significativos
(p<0.05), mientras que la interaccion entre las variables, no mostraron significancia
estadistica. Esto significa que el aumento de la proporcion del solvente/muestra
(g/mL) y temperatura (°C) de ultrasonicado contribuyé en la eficiencia de la
extraccion. En especial la relacion de la concentracidn del solvente con la muestra
tuvo un efecto preponderante sobre la eficacia de la extraccion, debido a que el
solvente tiene la capacidad de absorber y transmitir la energia del ultrasonido en los

tejidos celulares y acelerar la extraccion, haciendo que el tiempo se reduzca.

En la figura 15 se indica que los valores predichos (representados en la malla)
estaban muy cerca de los valores reales (representados como cuadros obscuros),
de hecho el coeficiente de determinacion R?= 0.97 indica que el modelo tuvo un
efecto significativo (p<0.05) y que adecuadamente representa la relacidn real entre

los parametros estudiados.
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Tabla 10. Respuesta de las variables dependientes de acuerdo al disefio central compuesto en la extraccion de
aceite de semilla de moringa

Tratamiento Rendimiento Eficiencia IP p-1A AGL Valor totox
(a/kg) (g/kg) (meq O2/kg) (% acido oleico)

1 404.84 £ 042 922.81+0.95 1.131£0.00 0.88 £ 0.01 0.96 £ 0.00 2.16 £ 0.01
2 429.00£0.34 977.90+0.77 1.131£0.00 3.43+£0.00 0.97 £0.00 4.71£0.00
3 41495+ 0.06 945.86+0.13 2.26 £0.00 5.14 £ 0.00 1.04 £ 0.00 10.23 £ 0.00
4 438.66 £ 0.03 999.91 £ 0.08 2.25+0.00 3.42 £ 0.01 1.21£0.00 8.50 £ 0.01
5 410.23+£0.42 935.10+0.96 1.13+0.00 3.25+0.00 0.89 £ 0.00 4.52 +0.00
6 430.24 £ 0.34 980.72+0.78 1.13+0.00 3.70£0.03 1.05+0.00 4.97 +£0.03
7 417.56 £ 0.31 951.81 £0.71 2.26 £ 0.00 0.43 +£0.00 1.13+0.00 5.52 + 0.01
8 438.69+£0.01 999.97 £0.02 2.26 £ 0.00 1.61 £ 0.00 0.96 £ 0.00 6.70 £ 0.00
9 389.46 £+ 0.31 887.76 £ 0.70 1.131£0.00 1.55+0.02 0.97 £0.00 2.82+0.02
10 438.69£0.00 999.97 £ 0.01 1.131£0.00 1.41 £ 0.00 0.96 £ 0.00 2.68 £0.00
11 417.61+£0.54 951.93+1.22 1.131£0.00 3.54 £ 0.01 0.96 £ 0.00 4.82+0.01
12 42765+ 0.24 974.81+0.54 2.25+0.00 3.99 £ 0.01 1.13+0.00 9.07 £ 0.01
13 41991+ 0.12 957.16+0.28 1.13+0.00 4.00£0.01 0.97 £0.00 5.28 £ 0.00
14 428.06 £ 0.25 975.74 £ 0.56 1.13+0.00 3.61+£0.01 0.88 £ 0.00 4.88 +0.01
15 426.55+0.09 972.31+0.20 1.13+0.00 3.33+0.01 1.13+0.00 4.60 £ 0.01
16 426.34 £ 0.02 971.83+0.04 1.13+0.00 2.71+£0.01 1.13+0.00 3.98 + 0.01
17 426.56 £+ 0.07 972.32+0.16 1.131£0.00 3.32+0.00 1.131£0.00 4.59+0.00
18 426.55+0.18 972.29+0.40 1.131£0.00 2.78 £ 0.01 1.131£0.00 4.05+0.01
19 426.48 £ 0.09 972.15+0.20 1.131£0.00 3.00+£0.00 1.131£0.00 4.27 £ 0.00
20 426.21£0.14 97153 +£0.32 1.131£0.00 3.33+0.01 1.131£0.00 3.87 £ 0.01

*Valores entre paréntesis son los valores codificados de las variables independientes. IP=indice de perdxido; p-IA=indice de p-anisidina; AGL=acido

graso libre; VT=valor totox. Los resultados son el promedio de 3 determinaciones * desviacidon estandar.
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Tabla 11. Coeficientes de regresion de las variables independientes y analisis de varianza del modelo central compuesto

Parametros Rendimiento Eficiencia IP p-1A AGL Valor totox
241.69 550.93 18.32 -26.32 -2.93 33.19
Intercepto
X1 9.10 20.74 -0.12 1.73 0.13 1.34
X2 2.811 6.41 0.70 0.24 0.08 214
X3 1.66 3.79 -0.09 1.24 0.10 0.94
X1X2 0.00 0.01 0.00 -0.02 -0.00 -0.09
X1X3 -0.03 -0.08 0.00 0.00 -0.00 0.00
X2X3 -0.01 -0.03 0.00 -0.03 -0.00 -0.03
x12 -0.21 -0.49 0.00 -0.03 -0.00 -0.10
x22 -0.10 -0.04 0.01 0.01 0.00 0.03
x32 -0.01 -0.01 0.00 0.01 -0.00 0.01
R’ 0.97 0.97 0.87 0.83 0.76 0.90
F 33.90 33.9 7.75 5.35 3.61 10.37
P>F 0.00 0.00 0.00 0.01 0.03 0.00

*Los valores remarcados son estadisticamente significativos (p< 0.05); X1=proporcion; Xo=temperatura; Xs=tiempo.
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de moringa en funcion de la proporcién, temperatura y tiempo.

6.6 EFECTO EN LA EXTRACCION POR ULTRASONIDO EN LA
ESTABILIDAD OXIDATIVA DEL ACEITE DE LAS SEMILLAS DE

MORINGA

La estabilidad oxidativa (IP, p-IA, AGL y VT) se define como la resistencia a la
oxidacion (degradacion oxidativa del aceite) de las muestras en condicion

controlada. En la Tabla 10 se resumen los resultados, que a acontinuacion se

detallan.
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6.6.1 INDICE DE PEROXIDO
El IP es una de las pruebas mas utilizadas para la medicidn de la rancidez oxidativa

en aceites y grasas: por consiguiente mide la concentracion de peroxidos e
hidroperdxidos formados en las etapas iniciales de la oxidacion de lipidos (Zhang et
al., 2010). Los valores del indice de peroxido variaron de 1.13 a 2.26 meq O2 /kg de
aceite siendo los tratamientos T3, T4, T7, T8 y T12 quienes presentaron valores
altos; esta variacion fue dependiente de las condiciones de extraccion. Sin embargo
estos resultados indicaron que el aceite es estable a las diferentes condiciones de
extraccion por ultrasonido, dado que presentaron valores bajos a lo que permite la
Norma Mexicana NMX-F-154-1987, siendo el valor maximo de 20 meq O2/kg
autorizados en los aceites vegetales (Molina y Sosa, 2012). Aunque Lafont y
Portacio (2011) consideran que los productos con indice superior a 2 meq Oz/kg de
aceite son altamente propensos a mostrar rancidez. Por consiguiente, los resultados
de este trabajo estan dentro de los valores permitidos asimismo son similares a lo
encontrado por Abdulkarim et al. (2007) en el aceite de semilla de moringa (2.15

meq Oz/kg de aceite)

El coeficiente de correlacion del modelo ajustado a los datos experimentales fue
R?= 0.87, como se muestra en Tabla 11. La temperatura tuvo efecto significativo
(p<0.05) en los términos lineales y cuadraticos sobre la respuesta de IP, mientras
que la proporcion y el tiempo de ultrasonicado solo fueron significativos (p<0.05)
para el término cuadratico. Mientras que las interacciones de las variables no
tuvieron efecto significativo (p<0.05). Sin embargo, la temperatura de extracciéon es
la variable principal que tuvo una correlacion positiva con efectos negativos, como
se observa en la Fig. 16 conforme aumenta la temperatura de extraccion aumenta
la formacion de peroxidos y compuestos hidroperoxidos, es decir el indice de
peréxidos. Este comportamiento probablemente se suscite ya que a altas
temperatura se degradan los acidos grasos mono y polinsaturados, debido a que
son susceptibles a oxidarse por la presencia de la doble ligadura, por otra parte los
perdxidos e hidroperdxidos son compuestos muy inestables; que se descomponen

facilmente a los productos de oxidacion secundarios, lo que resulta en un menor
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valor de peroéxido (IP). Esta descomposicion se lleva a cabo en las etapas media y
ultima de la oxidacion de los lipidos (Samaram et al., 2015), probablemente debido

a ello se observaron valores bajos de IP pero los valores de p-anisidina (p-l1A) se
incrementaron.
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Fig. 16 Grafica tridimensional del indice de peréxido en la extraccion del aceite de
semilla de moringa en funcion de la proporcion, temperatura y tiempo.

6.6.2 INDICE DE P-ANISIDINA

La determinacién p-IA indica de manera general la cantidad total de compuestos

carbonilos (como aldehidos y cetonas) en el aceite. A diferencia de los
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hidroperéxidos, los aldehidos no se descomponen rapidamente, asi permiten
conocer el pasado de un aceite y este puede ser determinado con el indice de p-
anisidina (Gallegos-Marin, 2012). El valor 1 de p-IA corresponde a 0.1% de material
oxidado (Hernandez-Santos et al., 2016). El p-IA del aceite de semilla de moringa
vario de 0.43 a 5.14 como presenta en la Tabla 10, en las diferentes condiciones de
extraccion de aceite. De acuerdo con Muresan et al. (2016), como regla general p-
IA debe ser inferior a 10 para que el aceite sea considerado de buena calidad. El p-
IA de las muestras analizadas en este estudio estaba por debajo de este limite. Sin
embargo, Abdulkarim et al. (2007) obtuvieron 11.54 de p-IA, siendo valor superior
al obtenido en esta investigacion. Por lo tanto, las condiciones de extraccion del
aceite en esta investigacion no afectaron este parametro. En la Tabla 11 se muestra
el coeficiente de correlacion del p-IA el cual fue de R?= 0.83, lo que muestran que
el modelo fue significativo, es decir el valor de p-IA fue afectado considerablemente

por las condiciones (variables) de extraccion por ultrasonido.

Los resultados revelaron que la temperatura y tiempo de ultrasonicado presentaron
efecto significativo (p<0.05) en el término lineal, las interacciones de las variables
de temperatura y tiempo de ultrasonicado mostraron una correlacién negativa y con
efecto significativo (p<0.05), el mismo comportamiento se observo en la proporcion
(p/v) en términos cuadraticos. No obstante, la temperatura de extraccion y tiempo
de ultrasonicado tuvo una correlacion positiva lo que afecté negativamente (p<0.05)
en los valores de p-lA. Indicando que a medida que el tiempo se prolonga el valor
de p-lIA aumenta, como se observa en la figura 17, este suceso probablemente se
deba a que a medida que aumenta el tiempo de ultrasonido, la temperatura del
medio aumenta, lo que puede causar el deterioro de los &cidos grasos
poliinsaturados cuyos dobles enlaces estan mas susceptibles a la oxidacion por los
efectos térmicos. Este efecto se ha informado en otros estudios en los que un
aumento del tiempo de ultrasonido promueve la oxidacion de dobles enlaces

conjugados (Yolmeh et al., 2014).
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Fig. 17 Gréfica tridimensional del p-1A en la extraccion del aceite de semilla de
morinaa en funcidn de la proporcion. temperatura v tiempo.

6.6.2 ACIDOS GRASOS LIBRES

La degradacion de los lipidos se puede producir por hidrolisis u oxidacion, es decir,
los triacilglicéridos pueden ser hidrolizados a acidos grasos libres. Este fendmeno
se conoce comunmente como la rancidez hidrolitica, donde los triacilglicéridos y
acidos grasos libres se oxidan a los compuestos volatiles que influyen en el
desarrollo de olores y compuestos no volatiles que también afectan el sabor
(Hernandez et al., 2016). En cuestion de los datos obtenidos de los acidos grasos
libres (AGL) en el aceite de la semillas de moringa varié desde 0.88 hasta 1.13%,
en las diferentes condiciones de extraccion por ultrasonido. Esos valores son

inferiores a 5.7-7.28% que es lo permitido en los aceites vegetales (Bhutada et al.,
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2016) asimismo los tratamientos 1, 2, 3, 8-11, 13 y 14 estan dentro de los
parametros establecidos por la Secretaria de Comercio en la Norma Oficial
Mexicana NMX-F-101-SCFI-2012, la cual establece un maximo de 1%. El resto de
los tratamientos presentaron valores mayores al 1%, estos tratamientos fueron
posiblemente afectados por la actividad de las lipasas u otras enzimas presentes en
la harina de semilla de moringa, que hidrolizaron los triacilglicéridos a acidos grasos
libres, diglicéridos y mono glicéridos, la cual pudo verse favorecido por la luz y la
temperatura de ultrasonicado. Ademas Tasan et al. (2011) informaron que un
aumento en la temperatura, luz y humedad en la extraccion del aceite o en el

almacenamiento originé una degradacién y un aumento de los acidos grasos libres
en el aceite de girasol evaluado por ellos.
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Fig. 18 Grafica tridimensional del % AGL en la extraccion del aceite de semilla de
moringa en funcion de la proporcion, temperatura y tiempo.
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Los resultados obtenidos en este trabajo fueron similares a lo reportado por
Abdulkarim et al. (2005) y Lalas y Tsaknis (2002). En la Tabla 11 se muestra que el
coeficiente de determinacion fue de R?= 0.76 del % de AGL indicando que el modelo
tuvo efecto significativo (p<0.05). En la Tabla 11 y figura 18 se observaron que la
temperatura y tiempo de ultrasonicado tuvo efecto significativamente negativo
(p<0.05) en términos lineales, con respecto a la proporcion y tiempo de extraccion

manifestando una correlacion negativa con efecto significativo positivo (p<0.05) en
el término cuadréatico.

6.6.3 VALOR TOTOX

El valor totox (VT) es el indice de estabilidad del aceite asociado a la oxidacion de

los lipidos y es util, ya que combina evidencia sobre la historia del aceite (p-1A), junto
con el estado actual del aceite (IP).
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Fig. 19 Gréfica tridimensional del valor totox en la extraccion del aceite de semilla
de moringa en funcién de la proporcion, temperatura y tiempo.
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En este trabajo, los resultados del VT en el aceite de la semillas de moringa en
funcion de las diferentes condiciones de extraccion fue desde 2.16 hasta 10.23,
siendo el T10 [con una proporcién de 1:20 (p/v), a una temperatura de 50 °C en 20
min] quien presenté el valor mas alto. Estos resultados fueron similares a lo
reportado por Hernandez-Santos et al. (2016), en el aceite de la semilla de calabaza
extraido por ultrasonido (6.25-12.55), pero inferior a lo mencionado por Abdulkarim

et al. (2007) en el aceite de moringa extraido por solvente (VT: 15.84).

No obstante, en la Tabla 11 se muestra el coeficiente de correlacion que fue de R?=
0.90, demostrando que el modelo tuvo efecto significativo (p<0.05), asimismo se
observaron los efectos significativos (p<0.05) de las variables independientes en el
VT siendo la temperatura y tiempo de ultrasonicado que afectd negativamente en
términos lineales y cuadraticos, con respecto a la proporcion y efecto negativo
significativo en el término cuadratico. También, las interacciones de la
temperatura/tiempo y la proporcién en el término cuadratico tuvieron efecto
mostrando una correlacion negativa. EI comportamiento de estos resultados se
puede observar en las graficas tridimensionales de la figura 19, la cual muestran
efecto significativo (p<0.05) de la interaccidn de las variables con respecto al VT.

6.7 OPTIMIZACION Y VALIDACION DEL PROCESO DE
EXTRACCION

La optimizacion numérica se realizd con base en los resultados experimentales y el
analisis estadistico, con el objetivo de maximizar el rendimiento de la extraccion y
la eficiencia asi, valores minimos de IP, p-IA, AGL y VT (estabilidad oxidativa), en
la extraccion por ultrasonido. En este estudio, se obtuvieron 15 condiciones éptimas,
de las cuales se eligieron 3 con base en las de mayor deseabilidad, como se obsera
en la Tabla 12. Es importante recalcar que la mayoria de las condiciones éptimas
de extraccion no se encontraban en los 20 tratamientos expuestos con anterioridad,
por consiguiente el paquete estadistico no solo busco los factores vitales, sino
también encontré configuraciones en los procesos ideales para las seis variables de
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respuesta, ademas la funcidn de optimizacion numeérica encontré la maxima

deseabilidad para las 15 respuestas simultaneamente.

Las tres condiciones oOptimas predichas por el modelo fueron validadas, y se
resumen en la Tabla 12. Dicha tabla se observa algunas diferencias en las variables,
este comportamiento probablemente se debi6 a que la materia prima fue cosechada

posteriormente a la que se utilizé en la primera fase.

6.8 DETERMINACION DE PERFIL DE ACIDOS GRASOS

En la Tabla 13 se expresan los resultados obtenidos del analisis de cromatografia
de gases, la cual mostro la presencia de 7 acidos grasos (AG), encontrandose
mayor cantidad de acidos grasos insaturados (71.07%, 66.25% y 59.05%) en los
tratamientos T1, T2 y T3, respectivamente. Estando presente en mayor proporcion
el acido graso monoinsaturado oleico (C18:1) y en pequefas proporciones, acido
palmitoleico (C16:1) y linoleico (C18:2) en los tres tratamientos. En cuanto al
contenido total de los acidos grasos saturados fue de 28.93%, 33.75% y 40.95% en
los tratamientos T1, T2 y T3, respectivamente, encontrandose los acidos palmitico
(C16:0), estearico (C18:0), araquidico (C20:0) y behénico (C22:0).

De manera general, el C18:1 es el componente mayoritario de todos los acidos
grasos presentes en el aceite de semillas de moringa extraido en diferentes
condiciones de extraccion por ultrasonido estos resultados coinciden con lo
informado por otros autores como Tsaknis y Lalas (2002); Anwar et al. (2006);
Marrero et al. (2014); Ruttarattanamongkol et al. (2014); Ruttarattanamongkol y
Petrasch (2015); Bhutada et al. (2016). Cabe hacer mencion que utilizaron

diferentes métodos de extraccion.

Asi, la incorporacion de este aceite a la dieta seria relevante debido a que existen

evidencias cientificas que demuestran que los aceites con un elevado contenido de
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Tabla 12. Optimizacion y validacion de las condiciones de extraccién de acuerdo al disefio central compuesto

Tratamiento D Rendimiento Eficiencia Indice de Indice de  Acidos Valor
peroéxido p-anisidina grasos totox
(meq O2/g) libres (%)

# X X, X, P E P E P E P E P E P E

1 1:17.16 50.99 2595 0.80 436.41 504.02 994.77 99530 1.36 179 230 33 099 160 4.34 6.42

2 1:17.16 4475 14.09 0.77 429.75 49949 979.60 986.36 1.07 1.12 257 28 1.01 200 3.65 5.09

3 1:16.58 53.73 25.95 0.76 437.06 497.87 996.25 983.16 165 224 180 31 101 198 485 7.59

D=Deseabilidad; X1=proporcién; X2=temperatura; Xz=tiempo; P=prediccién por el modelo; E=datos experimentales
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acido oleico brindan numerosos beneficios para la salud (Abdulkarim et al., 2007;
OLEICO, 2012).

Sin embargo, las condiciones de extraccion mostraron diferencia en las
proporciones del contenido de los AG, el C18:1 presenté diferencias significativas
(p<0.05) en el T3. Con respecto al C16:0 y C16:1 presentaron diferencias
significativas (p<0.05) en los tres tratamientos, no obstante el T1 presenté diferencia
significativa (p>0.05) en el C20:0 pero en el C22:0 mostro diferencias significativas
(p<0.05) en el T1 y T2. Los acidos C18:0 y C18:2 no presentaron diferencia
significativa (p<0.05) en el contenido de dicho AG.

En la Tabla 13, se muestran las variaciones se deben a las diferentes condiciones
de extraccion del aceite, la cual favorecieron y/o disminuyeron la extraccion del AG,
asimismo el solvente podria haber influido debido ya que algunos AG tienen afinidad
quimica al hexano, asi como la ubicacién, el clima y los factores ambientales
influyen en el contenido de nutrientes de la muestra vegetal. Ademas, se ha
demostrado la influencia del ultrasonido sobre la composicion de acidos grasos de

otras semillas oleaginosas: soya, girasol y colza (Luque y Castro, 2004).

Tabla 13. Perfil de acidos grasos del aceite de semilla de moringa

Acido grasos T1 T2 T3
C16 (Palmitico) 13.80 £ 0.25°¢ 6.31 £ 0.282 11.34 £ 0.42°
C16:1 (Palmitoleico)  3.77 £ 0.072 1.50 £ 0.08° 2.98 + 0.09°
C18 (Estearico) 6.33 £ 0.312 6.30 + 0.322 6.69 + 0.872
C18:1 (Oleico) 66.55 + 1.732 64.15 + 2.452 55.55 + 1.84P
C18:2 (Linoleico) 0.75 £ 0.022 0.60 £ 0.012 0.52 +0.182
C20:0 (Araquidico) 2.81 £ 0.99° 11.97 + 3.592 15.26 £ 0.722
C22:0 (Behénico) 5.99 + 0.762 9.16 + 0.46° 7.66 + 0.582

Las letras diferentes indica diferencia significativa (p<0,05). T=tratamiento.

En términos generales el mejor tratamiento, es decir el que presenté mayor

proporcion de los AG insaturados, fue el T1.
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6.9 CARACTERIZACION FiSICO-QUIMICA DEL ACEITE

En la Tabla 14 se presenta un resumen de los diferentes parametros fisicos-

quimicos determinados en el aceite de las semillas de moringa.

6.9.1 INDICE DE REFRACCION

El indice de refraccion es caracteristico para cada aceite por lo que es un indicador
de pureza del mismo, en este contexto el aceite presentoé valores de 1.46 en los tres
tratamientos la cual no presentd diferencias estadisticamente significativas
(p<0.05), por ello las condiciones de extraccion no interfirieron en este parametro.
Sin embargo estos valores muestran que estan dentro del intervalo caracteristico
en los aceites como el de mani y de algoddon (CODEX STAN 210-1999). Los valores
que se obtuvieron en este trabajo de investigacion coinciden a lo reportado por
Tsaknis et al. (1999); Tsaknis (1998); Anwar y Bhangar (2003) y Anwar et al. (2006)
sin embargo Ogunsina et al. (2014) y Sanchez et al. (2015) informaron que
obtuvieron valores de 1.47, siendo este valor superior a lo encontrado en este en

trabajo.

6.9.2 DENSIDAD
La densidad de los aceites varia en forma directa con el grado de insaturacién de

sus AG constituyentes, lo cual coincide con el porcentaje total de AG insaturados.
De acuerdo a la norma indican que los aceites vegetales tienen una densidad de
0.90-0.960 (Lafont y Portacio, 2011), la densidad del aceite en los tres tratamientos
vario de 0.92 a 0.94 g/mL, siendo el T2 quien presento el valor mas alto, seguido
por T3y por ultimo el T1; sin embargo, los tres tratamientos presentaron diferencias
significativas (p<0.05). Esta diferencia probablemente sea debido a que las
condiciones de extraccion arrastraron algunos compuestos bioactivos (pigmentos,

tocoferoles, fitoesteroles, etc.).
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Tabla 14. Propiedades fisicas del aceite de semilla de moringa

Parametro T1 T2 T3
indice de refraccion (20 °C) 1.46 + 0.002 1.46 + 0.002 1.46 + 0.002
Densidad a 20 °C (mg/mL) 0.92 + 0.00° 0.94 + 0.00° 0.93 + 0.00°
Indice de yodo (g de I2/100 g de aceite) g3 3 4 ¢ 20" 63.28 + 0.09° 63.30 + 0.29"
Indice de saponificacion (mg KOH/g) 152.12+ 0.32° 15477+ 0.1 158.47 +0.11°
Color

L* 26.85 + 0.17° 26.13 + 0.15° 26.82 + 0.08°
a* 0.23 +0.07° 0.17 + 0.05b 0.39 + 0.032
b* 3.70 + 0.412 287 +0.23 3.77 +0.172
c 3.70 + 0.412 287 +0.23 3.79+0.172
H 0.06 + 0.01° 0.06 + 0.01° 0.10 0.012
AE 71.62 + 0.16° 72.30 + 0.16° 71.65 + 0.08°

Las letras diferentes indica diferencia estadisticamente significativa (p<0.05). T=tratamiento.

66



De acuerdo a Ruttarattanamongkol y Petrasch (2015), encontraron que la densidad
del aceite de la semillas de moringa fue de 0.93 g/mL, este resultado coinciden con
el T3, sin embargo los valores reportados por Ruttarattanamongkol et al. (2014)
(0.93-0.94 g/mL) son similares a lo encontrado en este trabajo. Al comparar con los
aceites provenientes de otras semillas se encuentran algunas diferencias, como el
de olivo [Ruttarattanamongkol y Petrasch (2015)] presenté mayor densidad (0.95
g/mL), sin embargo el aceite de semilla de sandia (0.92 g/mL) y el de semilla de
calabaza (0.91 g/mL); y en el caso del aceite refinado de semilla de arandano (0.94

g/mL).

6.9.3 COLOR

En la Tabla 14 se resume los resultados de la medicion del color del aceite de la
semillas de moringa, los tres tratamientos presentaron valores positivos (2.87-3.77)
en el parametro b* indicando color amarillo, este pigmento probablemente sea por
la presencia de carotenoides, sin embargo el T2 presentd diferencia significativa
(p<0.05), siendo el T1 y T3 quienes mostraron ligeramente mayor color amarillo, la
misma tendencia se presenta en los valores (26.13-26.85) de luminosidad (L*),
siendo el T2 quien presentd diferencia significativa (p<0.05). Estas diferencias
estadisticas probablemente se deban a que las condiciones de extraccion
interfirieron en estos parametros.

El parametro a* indico valores positivos lo cual significa que se encuentra en una
coloracion roja, sin embargo, los valores en los tres tratamientos fueron de 0.17-
0.39 siendo valores inferiores al parametro b*, indicando que el aceite tiene un color
amarillo con un ligero color a rojo; el tratamiento que presentd valor alto fue el T3,
presentando diferencia significativa (p<0.05).

Asimismo en la Tabla 14 se observan los valores del parametro de cromaticidad
(C*) siendo este un indicativo de la intensidad o saturacién de la tonalidad de los
valores de a* y b*, en las muestra se observaron grado de saturacion de 2.87-3.79,
el T2 presentd diferencia estadisticamente significativa (p<0.05). En términos

generales, este parametro indica que el aceite de los tres tratamientos presento
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color amarillo-rojo de baja saturacion. Con respecto a los valores del angulo hue
(h®) oscilaron entre 0.06-0.10, siendo el T3 quien presentd diferencia significativa
(p<0.05). Y por ultimo, en cuanto a la diferencia de color (AE), los aceites mostraron
valores de diferencia de color de 71.62-72.30, cabe aclarar que el T2 fue el que

presento diferencia significativa (p<0.05) asi como el valor mas alto.

La percepcion del color es un factor critico para la determinacion de aplicaciones
potenciales de aceites comestibles en los alimentos. De manera general, los
resultados obtenidos en los diferentes parametros del color en los aceites, el T1y
T3 fueron los tratamientos quienes presentaron un color muy atractivo a la vista
(amarillo claro), similares a los aceites comestibles. Hasta el momento no existen
estandares de color para el aceite de las semillas de moringa, la medicion de los

parametros L*, a*, b*, h® y AE podrian ser utilizados para su caracterizacion.

Sin embargo, investigaciones de Ruttarattanamongkol y Petrasch (2015), reportaron
valor altos en los parametros de L*, a* y b*, asi como Ruttarattanamongkol et al.
(2014) encontraron valores altos en los parametros de L* y b*, pero similares en los
valores a* al aceite de olivo (a*=0.20), no obstante los parametros a* y b*
encontrados en este trabajo fueron similares a los reportados por Abdulkarim et al.
(2005). Las diferencias encontradas en este trabajo pueden deberse a los factores
climatolégicos y agrondémicos de la semilla, asi como all método de extraccion
utilizado, posiblemente la intensidad del ultrasonicado en la extraccién del aceite de
este trabajo provocé una disminucidn en el contenido de los pigmentos debido a la
isomerizacion de los dobles enlaces en los carotenoides (pigmentos) o la
degradacion de los mismos. Este comportamiento también fue observado por
Dekunte et al. (2010), quienes encontraron una disminucién en el pigmento
carotenoide en los zumos de tomate al aplicar el ultrasonido como tecnologia no
térmica para inactivar microorganismos, de esta forma Bermudez y Barbosa (2012)
hallaron cambios de color en muestras de pifia, uva y jugo de arandano sometido a

termo-sonicaciones continuas y pulsadas.
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6.9.4 INDICE DE YODO

El indice de yodo indica el grado de insaturacién de los acidos grasos. De acuerdo
ala Tabla 14 los aceites presentaron valores de 63.28-63.30 g 12/100 g de aceite, lo
cual es acorde con el porcentaje total de AG insaturados de los valores obtenidos
en el perfil de acidos grasos analizados por CG, esto demuestra su elevado nivel de
insaturacién. En los tres tratamientos de extraccion del aceite, se determiné que no
existen diferencias significativas (p<0.05) con respecto a este indice. Estos
resultados son importantes y estan relacionados con el punto de fusién del mismo,
de tal manera que a mayor indice de yodo, el punto de fusién del aceite sera menor.
El indice de yodo obtenido en este trabajo coinciden dentro del intervalo
caracteristico para aceite de las semillas de moringa, es decir fueron similares con
lo reportado por Tsaknis y Lalas (2002); Abdulkarim et al. (2005); pero inferior a lo
reportado por Ogbunugafor et al. (2011).

De acuerdo a los resultados obtenidos, los tres tratamientos del aceite de las
semillas de moringa pertenecen a la clasificacion de los aceites no secantes, y no
se encuentran dentro de los estandares establecidos en los aceites vegetales (80-
106) (Bhutada et al., 2016). Los bajos valores obtenidos en este trabajo pueden
atribuirse a la baja proporcién de los acido grasos poliinsaturados y alto contenido
del acido monoinsaturado (acido oleico) siendo éste muy caracteristico en presentar
valores de indice de yodo de 50-100 g 12/100 g de aceite.

6.9.5 INDICE DE SAPONIFICACION
El indice de saponificacion representa el peso molecular promedio de la cadena

carbonada de los acidos grasos. La Tabla 14 muestra que el indice de
saponificacion del aceite de las semillas de moringa fue de 152.12-158.47 mg
KOH/g, mostrando diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) en los tres
tratamientos, esta diferencia probablemente se deba a que las condiciones de
extraccion modificaron el peso molecular de los acidos grasos, posiblemente la
intensidad del ultrasonicado o la temperatura ocasioné la deshidrogenacion y por lo

tanto un cambio en la longitud de la cadena carbonada de los acidos grasos.
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Los valores demuestran que fueron inferiores a lo reportado por Abdulkarim et al.
(2005) y Ogbunugafor et al. (2011), pero superior a lo hallado por Nzikou et al.
(2009) quienes utilizaron el método Soxhlet. Segun Mancio et al. (2016), cuanto
mayor sea el valor de saponificacion menor sera la longitud de la cadena de acidos
carboxilicos. Por lo tanto, los resultados muestran que el valor bajo de
saponificacion son para la concentracion mas alta de acidos carboxilicos con una
longitud de cadena intermedia (C18:1).

Sin embargo, también fueron inferiores al aceite de la semilla de arandano (188.15
mg KOH/g), uva (180.196 mg KOH/g), soya (186 mg KOH/g), calabaza (206 mg
KOH/g) y sandia (201 mg KOH/g), en donde las muestras de aceite de las semillas
de moringa estan conformadas por acidos grasos de cadena intermedia y de pesos
moleculares altos comparados con los aceites de las semillas anteriormente

mencionados.

6.10 PROPIEDADES TERMICAS

Los termogramas analizados y obtenidos mediante DSC para los aceites de las
semillas de moringa se presentan en la figura 19. En la primera imagen se puede
visualizar el proceso de enfriamiento (caracteristico de cristalizacién) y
calentamiento. Los tres tratamientos de la muestra de aceite presentaron dos picos
exotérmicos en el proceso de enfriamiento, una como pico principal y el otro un
pequeio hombro. En la Tabla 15 se especifican los valores de la temperatura de
inicio (TO), la temperatura maxima del pico principal (Tp1), finalizacién (Tf) de la
transicion y calor (AH) de ambos procesos. Se observdé que ninguno de los
tratamientos tuvo efecto significativo (p<0.05) en la TO, Tp1, Tf y AH en las curvas
de cristalizacién, esto indica que las condiciones de extraccion no modificaron las
estructuras quimicas de los triacilglicéridos. Ese mismo comportamiento se percibio
en los valores de las curvas de fusion a excepcidén dela TO enlos T1y T3, en donde
el proceso de extraccion afectd significativamente (p<0.05), habiéndose registrado
que aquéllos extraidos con una proporcion muestra/solvente de 17.16 g/mL y a una

temperatura de 50.99 °C iniciaron el proceso de fusion a temperaturas mas bajas
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que los obtenidos por las condiciones del T2 y T3. Esta diferencia podria estar
relacionada con el contenido de los acidos grasos monoinsaturados (palmitoleico y
oleico) asi como probablemente con la composicion de triacilglicéridos. Asi, la
muestra del aceite de mayor contenido en C16:1y C18:1, es decir el T1, fue el que
comenzo a fundir antes con valores de T0:-1.94 °C, mientras que el resto de los
tratamientos registraron el inicio de este proceso alrededor de -2.58 y -3.30 °C.
Estos resultados podrian coincidir con el analisis de los datos del indice de yodo.
En general, los triacilglicéridos exhiben tres formas polimérficas principales a, B" y
B, ordenadas en funcién del aumento de su punto de fusidén, es decir de su
estabilidad térmica. Los termogramas de fusion ilustradas en la figura 19 de las
muestras de aceite presentan tres formas polimoérficas la cual indican que su
composicion de triacilglicéridos es heterogénea (Garti et al., 1989).

Los valores encontrados en este trabajo son semejantes a lo reportado por
Abdulkarim et al. (2005) y Nzikou et al. (2009) en el proceso de fusidn pero diferente
en el proceso de cristalizacion. Esta diferencia quiza sea por el método empleado
en la extraccion del aceite. El uso de ultrasonido pudo haber causado la
polimerizacion de los acidos grasos insaturados. Este comportamiento coincide con

el trabajo de Hosseini et al. (2015).

6.11 IDENTIFICACION DE COMPUESTOS BIOACTIVOS POR LC-

ESI-MS

Diversos autores (Ogbunugafor, et al., 2011; Baky y Baroty, 2013;
Ruttarattanamongkol y Petrasch, 2015) han determinado fenoles totales, quienes
han informado que el aceite de la semilla de moringa contiene fenoles, sin embargo
es importante mencionar que el reactivo de Folin-Ciocalteu no sélo mide los fenoles
totales sino que también reacciona con cualquier sustancia reductora. Es decir, el
reactivo mide la capacidad reductora total de una muestra, no sélo el nivel de
compuestos fendlicos. Por otra parte, para la identificacion y cuantificacion de cada
uno de los compuestos fendlicos, el método LC-ESI-MS es un sistema adecuado

por su alta sensibilidad y precision (repetitividad), por lo que los resultados que se
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obtienen de él son confiables. Los resultados obtenidos del cromatograma del
equipo de LC-ESI-MS, indicaron que ninguno de los extractos de aceite de la semilla
de moringa contenia compuestos fendlicos, este es el primer informe que
demuestra lo contrario de lo reportado en otra investigacion de Bhatnagar y Gopala
(2013). Estos resultados podrian deberse a que la semilla de Moringa oleifera
Mexicana no contiene compuestos fendlicos y si los tiene probablemente se hayan
arrastrado en el residuo. El método de extraccion del aceite no pudo haber influido
debido a que el tiempo y la temperatura de extracciéon fue similar a la técnica de
Soxhlet, la cual utilizaron la mayoria de los autores mencionados con anterioridad
(Ogbunugafor, et al., 2011; Baky y Baroty, 2013; Ruttarattanamongkol y Petrasch,
2015).

6.12 METODO LC-APC*- MS

Para la identificacion de cada uno de los tocoferoles se utiliz6 como referencia el
tiempo de retencion y la relacion de la abundancia de los iones de los espectros, de
cada estandar de tocoferoles (a-, B-, y- y 0) y fitoesteroles (ergosterol, colesterol,
campesterol, estigmasterol y b-sitosterol). Para la cuantificacion de los compuestos,
se realizaron a partir de las curvas de calibracion utilizando como referencia las
soluciones estandar. Se obtuvieron representando graficamente la concentracion
estandar como una funcion del area del pico, como se indican en la Tabla 6 obtenido
del analisis HPLC-APCI*-MS.

Las curvas de calibracidon obtenidas mostraron una respuesta lineal entre areas de
los picos y las concentraciones de analitos, ya que los coeficientes de regresién
fueron superiores a R?=0.84 para todos los compuestos cuantificados. Se estimaron
los resultados de la prueba de la falta de ajuste obtenido en el intervalo de
calibracion. Para todos los compuestos de referencia, F calculado fue mayor (p<
0.05) y los modelos de regresién lineal fueron por lo tanto adecuados para los datos

obtenidos.
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Fig. 20 Termogramas (DSC) de aceites de semilla de moringa

Tabla 15. Temperaturas maximas de pico (°C) (Tp1), del inicio (TO) y del final de la transicidn (Tf) correspondientes a las
curvas de cristalizacién y fusion de los aceites de semilla de moringa

Termogramas Cristalizacion Fusién

T1 T2 T3 T1 T2 T3
Temperatura inicial (To) -48.30+ 1.702 -46.29+0.132 -4576+0.48% -1.94+0.002 -2.58+0.30%* -3.30+0.52°
Pico 1 (Tp1) -40.40 £+ 0.882 -39.65+0.482 -39.06+0.08% 9.29 +0.20° 9.00 + 1.002 7.68 £ 0.47°
Temperatura final (T¥) -34.70 £ 2,552 -33.8+1.13° -32.9+0.28% 18.46+0.30° 18.17+0.10° 17.93 £0.642
Entalpia (AH)(J/g) 26.91+1.912 26.76+1.292 25.74+1.022 26.67 £+2.132 23.37£0.22%8 23.19+1.472

Las letras minusculas distintas indican diferencias significativas (p<0.05) entre los tratamientos de extraccion del aceite.
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6.12.1 IDENTIFICACION Y CUANTIFICACION DE TOCOFEROLES

La concentracion total de tocoferoles correspondiente en el T1 (412.31 mg/L), T2
(362.76 mg/L) y T3 (463.7 mg/L) fueron superiores a lo reportado por el aceite de
mani (398,6 mg/kg) e inferior a la de lino (588,5 mg/L), girasol (634,4 mg/L) y la de
soya (1797.6 mg/L) (Tuberoso et al.,, 2007). En la figura 20, se muestran los
resultados de los efectos de las condiciones de extraccion por ultrasonido en el
contenido de tocoferoles (a-y- &-tocoferol) del aceite de semilla de moringa. Se
encontraron cantidades altas de a-tocoferol en los tres tratamientos, los cuales no

presentaron diferencias estadisticamente significativas (p<0.05).

Sin embargo, el contenido de a—tocoferol en el aceite de semilla de moringa fue
superior comparado con el aceite de maiz (207 mg/L), de oliva (163 mg/L), colza
(178 a 181 mg/L), soya (152 mg/L) y cacahuate (49-304 mg/L) (Gliszczynska-Swigto
et al., 2007). Asimismo, también fueron mayores a los contenidos reportados por
Tsaknis y Lalas (2002), quienes encontraron valores de a-tocoferol de 5.06 y 15.38
mg/L en el aceite de la semilla de moringa extraidos a presién en frio y hexano,
respectivamente. De igual manera Anwar et al., 2006 hallaron la presencia de a-
tocoferol (95.85-103.80 mg/L), pero en la region de Punjab y Pakistan,
respectivamente. Asimismo, Ruttarattanamongkol et al. (2014) reportaron la
presencia de a-tocoferol (230.3 mg/L) pero utilizando el método de extraccion con
fluidos supercriticos (con una presion de 15 MPa a 35 °C) con COq2. Estas
variaciones del contenido de a—tocoferol a los valores encontrados en este trabajo,
probablemente sea por la composicion del material vegetal, que a su vez depende
de las condiciones climaticas, geograficas asi como la eficiencia del método de

extraccion asistida por ultrasonido.

Los valores encontrados en T2 y T3 fueron significativamente diferentes (p<0.05)
respecto al contenido de y- y & -tocoferol. Estas diferencias tal vez se deban a las
condiciones de extraccion, es decir a mayor temperatura, tiempo de extraccién y
proporcion del solvente provocaron una mayor extraccion de estos metabolitos

secundarios, debido a que el conjunto de las condiciones y el método de extraccion
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permitiendo romper las células del tejido vegetal, debido a que disminuye la
viscosidad y aumenta la difusividad del solvente, lo que conduce a la liberacion de

los analitos de la matriz.
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Fig. 21 Contenido de a-tocoferol, y-tocoferol y A-tocoferol (mg/l) en las diferentes
condiciones de extraccion de aceite
Las letras distintas indican diferencias estadistica significativas (p<0.05) entre los tratamientos

Los resultados obtenidos de y-tocoferol son superiores a lo reportado (25.40 mg/L
y 4.47 mg/L extraidos a presion en frio y hexano, respectivamente) por Tsaknis y
Lalas (2002) y Anwar et al. (2006) (55.75 a 64.55 mg/L), pero similares a lo indicado
(106.8 mg/L) por Ruttarattanamongkol et al. (2014). Con respecto a los valores de
O-tocoferoles en los tratamientos, son inferiores a lo informado por Tsaknis y Lalas
(2002) (3.55 y 15.51 mg/L) y Anwar et al. (2006) (80.26 a 86.56 mg/L). Estas
diferencias encontradas en otros lugares probablemente se deban a los diferentes
métodos de extraccion que utilizaron asi como al origen y el tiempo de cosecha de

la materia prima.
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En términos generales el T3, presenté mayor contenido de a, y y d-tocoferol, seguido
del T1.

6.12.2 IDENTIFICACION Y CUANTIFICACION DE FITOESTEROLES

Segun Silva et al. (2016), las semillas de oleaginosas y de cereales son las mayores
fuentes naturales de fitoesteroles, en este sentido las semillas de oleaginosas como
canola (3990 mg/L), soya (3530 mg/L), girasol (2250 mg/L) y mani (1270 mg/L).
Presentando valores inferiores a lo encontrado en el aceite de moringa.

Los resultados obtenidos mostraron que la mayor concentracion de fitoesteroles se
observo en el T1 (4369.58 mg/L), seguido del T3 (4046.40 mg/L) y T2 (3673.69
mg/L), por lo que se sugiere que la temperatura y tiempo de extraccion del aceite
interfirieron en el arrastre de estos analitos. Este comportamiento posiblemente fue
debido a que al incrementarse el tiempo de extraccion aumentd la temperatura del
medio y esta a su vez indujo a que los tejidos vegetales se suavizaran y mejoré la

difusién, promoviendo asi la extraccion de los fitoesteroles en el aceite.

Los resultados en el contenido de ergosterol, campesterol, estigmasterol y B-
sitosterol son expresados en mg/L en el aceite de semilla moringa, por lo que se
muestran en la figura 21, donde se observa que el B-sitosterol (1307.03 + 26.12)
presentd valores altos en el T1, seguido de ergosterol (1116.82 = 51.89),
campesterol (1023.96 £ 13.55) y estigmasterol (921.77 + 150.52); mientras que el
T2 se encontré en mayor proporcion el ergosterol (1040.02 £ 25.39), comparado
con el campesterol (998.90 + 109.29), B-sitosterol (986.95 + 22.04) y estigmasterol
(647.83 £ 251.59), como se puede visualizar en la mayoria de los fitoesteroles del
T2 son inferiores comparado con el T1, en cambio el T3 mostro resultados similares
de [-sitosterol (1094.66 + 23.03), ergosterol (1094.48 + 51.03), campesterol
(1027.43 + 154.30) y estigmasterol (829.83 + 56.69). De acuerdo a los analisis
estadisticos (p<0.05) el contenido de ergosterol, campesterol y estigmasterol en los
tres tratamientos no presentaron diferencia significativa pero en las concentraciones
de B-sitosterol presentaron diferencia significativa en cada uno de los tratamientos,

siendo el T1 el que presentd un mayor contenido, por el contrario el T2 fue en donde
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se presentaron los valores mas bajos de los tres tratamientos. Estas diferencias en
las concentraciones indicaron que las condiciones de extraccion del aceite del
tratamiento 1 son las ideales para obtener mayor cantidad de (3-sitosterol asi como

el resto de los componentes de los fitoesteroles.

Ruttarattanamongkol et al. (2014) encontraron fracciones de esteroles del aceite de
semilla de moringa como [3-sitosterol (2,310.9 mg/L), campesterol (1,179.2 mg/L),
A5-avenasterol (782.5 mg/L) y estigmasterol (691.5 mg/L), los dos primeros valores
de los fitoesteroles fueron superiores comparados con este trabajo, pero altos en
estigmasterol, es importante mencionar que ellos no hallaron la presencia de
ergosterol si no A5-avenasterol, sin embargo Martins et al. (2016), han informado
que el aceite de la semilla de moringa obtenido por extraccién con fluido subcritico
(SFE) con COz2, encontraron en la fraccion de esteroles, estigmasterol (0.5 mg/L) y
B-sitosterol (2 mg/L), valores inferiores a los hallados en este trabajo. Estas
diferencias en las concentraciones y el tipo de fitoesteroles en el aceite,
probablemente se deba al método y condiciones de extraccion del aceite, debido a
que impactan considerablemente en el rendimiento del material lipidico en primera
estancia y en consecuencia el contenido de fitoesteroles. No obstante, también esta
involucrado la condicidn climatolégica y agrondmica del fruto y arbol, ademas estan
implicados en la respuesta de las plantas a estrés por baja y alta temperatura,
sequia, alta concentracion de sal y ataques de patégenos (Beleggia et al., 2013).
Este hecho estaria relacionado principalmente a su papel como precursor en la
biosintesis de brasinoesteroides (hormonas vegetales) y su capacidad de resistir la

oxidacion dentro de la membrana celular (Piironen et al., 2000; Schaller et al., 2003).

En términos generales el B-sitosterol es el componente mas abundante en el aceite
de semilla de moringa, siendo uno de los fitoesteroles de mayor importancia dado
que estimula la secrecidon de insulina, ademas tiene un efecto regulador de la
produccion de anticuerpos, puede intervenir en los procesos inflamatorios
asociados con el estado inicial de la diabetes tipo |, protegiendo contra la

destruccion de las células B-pancreaticas, responsables de la liberacidn de insulina.
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También el B-sitosterol mejora algunos sintomas clinicos en el tratamiento de la
hiperplasia prostatica benigna (como el volumen y frecuencia de la orina) (Llamos
et al., 2005).
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Fig. 22 Contenido de Ergosterol, Campesterol, Estigmasterol y B-sitosterol (mg/l) en las
diferentes condiciones de extraccion de aceite
Las letras distintas indican diferencias estadistica significativas (p<0.05) entre los tratamientos

6.13 CAPACIDAD DE ABSORCION DE RADICALES DE OXIGENO
(ORAC)

Los extractos de los compuestos fendlicos se obtuvieron mediante seis diferentes
meétodos de extraccion, para comprobar la eficacia del mismo en la capacidad de
absorcibn de radicales oxigeno, encontrdndose que solo dos fueron

representativos, siendo los que se reportan en esta investigacion. Es importante

78



aclarar que a pesar que se siguio la metodologia para la extraccion de compuestos
fendlicos, los extractos que se obtuvieron eran compuestos de tocoferoles y
fitoesteroles presentes en el aceite, de acuerdo a los resultados del equipo LC-
APC*-MS, por lo que el aceite carece de compuesto fendlicos, como se menciond

anteriormente.

Los métodos de extraccion presentaron diferencia significativa (p<0.05) siendo el
método de Ramadan (2013), el que presenté mayor actividad antioxidante en la
concentracion de los compuestos secundarios (tocoferoles y fitoesteroles)
presentes en los extractos del aceite semilla de moringa, como se observa en la
Tabla 16, esta diferencia puede deberse a que este método arrastré la mayor
cantidad de tocoferoles y fitoesteroles, razéon por la cual presenté mayor actividad
antioxidante. Es decir, en éste método se utilizd como agente extractante
metanol/agua (80:20), esto indica que posiblemente el agua haya arrastrado
compuestos polares y el solvente compuestos apolares, provocando una mayor
concentracion de componentes bioactivos (escualeno, B -caroteno) en los extractos.
Sin embargo las condiciones de extraccién (Tratamientos) del aceite, no

presentaron diferencia significativa (p<0.05) en la actividad antioxidante.

Segun los resultados del analisis estadistico de los datos de ORAC en el método de
extraccion de los compuestos secundarios (tocoferoles y fitoesteroles) de Garcia-
Villalba et al. (2010), se evidencio que los tratamientos (condiciones de extraccion
del aceite) tienen un efecto significativo en la actividad de antioxidante (p<0.05),
siendo el T1 quien presentd mayor actividad, por el contrario el T2 registré la menor
actividad antioxidante, como se puede observar en la Tabla 16. Este
comportamiento podria haberse causado debido a que el solvente y la temperatura
de extraccion del aceite interfiriendo en la cantidad de compuestos secundarios
extraidos, es decir el aumento de la temperatura de extraccion generd un
incremento en el rendimiento de obtencion de pigmentos, tocoferoles y fitoesteroles,

y por otra parte la proporcion del solvente origind la difusion del disolvente liquido
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en la matriz sélida que favorecia la cinética de desorcion de los compuestos desde

la matriz (Patricia-Chaparro, 2015).

Tabla 16. Capacidad antioxidante del aceite de semilla de moringa
(MMequivalenteTrolox/L) de acuerdo con el ensayo ORAC.

Método de Ramadan (2013). Garcia-Villalba et al. (2010)
extraccion/Tratamiento
T1 2454.79 + 88.923A 2017.77 £ 9.00%8
T2 2416.86 + 107.50%A 1571.18 + 30.88°
T3 2358.94+ 89.342A 1840.42 + 60.538

Los resultados se expresan como la media de determinaciones por triplicado *+ la desviacion
estandar. Las letras diferentes en mindscula indica diferencia significativa (p<0,05) en las
condiciones de extraccion del aceite y en mayuscula representan diferencia significativa (p<0,05) en
el método de extraccion de los compuestos fendlicos en el aceite. T=tratamiento
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7. CONCLUSIONES

. El diametro geométrico y aritmético de este trabajo podria ser util para el
desarrollo de equipos que permitan separar o clasificar las semillas y
almendras de acuerdo a la dimension obtenida.

. De acuerdos a los valores obtenidos de porosidad, indican que tiene
mayor difusién de aire y vapor de agua durante el secado.

. El acero inoxidable (para semillas sin alas y almendras) y madera (en
caso unico de la semilla con alas) tuvieron mayor eficiencia en el flujo de
la masa unitaria ademas redujeron el consumo de energia y podrian ser
los materiales adecuados en los sistemas de transporte.

. Se recomienda almacenar las semillas sin alas para evitar la ganancia de
humedad y a la vez favorecer el proceso de descascarillado.

. Las semillas de moringa tuvieron alto contenido de proteinas y lipidos lo
que sugiere una fuente apropiada para su extraccion.

. Las condiciones 6ptimas para la extraccion de aceite fueron con el T1,
con una proporcion de muestra’/hexano de 1:17.16 (p/v); con una
temperatura de 50.99 °C y un tiempo de extraccion de 25.95 min.

. Con la optimizacion de extraccion de aceite se obtuvo un rendimiento
(504.02 g/kg), eficiencia (995.30 g/kg) y estabilidad oxidativa (indice de
peroxido: 1.79 meq OZ/kg, indice de p-anisidina: 3.3, AGL: 1.60% y valor

totox: 6.42).

. Las condiciones del método de extraccion afectaron los parametros de
color, densidad, indice de saponificacion y perfil de acidos grasos.

. Las condiciones del método de extraccion por ultrasonido no afectaron el

comportamiento térmico.

10. El contenido total de fitoesteroles (3673.69-4369.58 mg/L) fue mayor que

el de los tocoferoles. Se encontré en mayor concentracion el 3-sitosterol
(986.95-1307.03), comparado con el contenido de ergosterol,

campesterol y estigmasterol.

81



11.El contenido total de tocoferoles varié de 362.76-463.7 mg/L, siendo el
principal compuesto o-tocoferol, en pequefias proporciones de -
tocoferol y & —tocoferol.

12.La estabilidad oxidativa mostrada por el aceite de semilla de moringa se
le puede atribuir a la presencia de concentraciones considerables de
tocoferoles.

13.El tratamiento 1 fue el que presentd mayor contenido de fitoesteroles no
obstante, el tratamiento 2 mostré tener el mayor contenido de tocoferoles
seguido del tratamiento 1.

14.El aceite de semilla de moringa no mostré la presencia de compuestos
polifendlicos, pero presentd la capacidad de absorciéon de radicales
oxigeno debido a la presencia de tocoferoles y fitosteroles.

15.Por el alto contenido de acido oleico, tocoferoles y fitoesteroles en el

aceite de semilla de moringa, le confieren propiedades nutracéuticas.
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8. SUGERENCIAS

La semilla de moringa contiene aceite con propiedades nutracéuticas y
podria proponerse como aceite comestible (para freir, aderezo, mezclas de
aceites, salsas, mayonesa, bases para margarina y manteca vegetal).
Evaluar la biodisponibilidad in vitro asi como in vivo de los compuestos
secundarios (carotenoides, fitoesteroles, tocoferoles, etc.) del aceite de
semilla de moringa.

Debido a valores altos en acido grasos libres y la ausencia de compuestos
fendlicos en el aceite, se sugiere estudiar el efecto de la frecuencia de 37
KHz a diferentes potencias de ultrasonido y de acuerdo a las condiciones
optimas de extraccion (proporcion muestra/solvente, temperatura y tiempo)
encontrados en este trabajo.

Evaluar las condiciones de almacenamiento como la temperatura y tiempo
optimo para la conservacion de sus propiedades nutracéuticas del aceite de
la semilla de moringa.

Estudiar las caracteristicas fisicoquimicas y funcionales del residuo, asi como
el efecto del método de extraccion del aceite de moringa y su posible

aplicacion en la industria alimentaria.
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