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Presentacion

Sin duda, la biotecnologfa representa una de las areas cientificas de mayor avance y aplicacion en
la actualidad. Aun cuando sus inicios fueron hace miles de afos, con la obtencién de cerveza y queso,
gracias al avance cientifico-tecnoldgico en las ciencias relacionadas con la biologia, se ha potenciado la
rama agropecuaria.

En México, considerando que las actividades de produccién agricola y pecuaria son primordiales
para el desarrollo del pafs, existe gran interés de la comunidad cientifica para buscar alternativas que den
solucion a los problemas mas relevantes que limitan la produccién de alimentos.

El presente compendio cientifico “Biotecnologia agropecuaria aplicada” aborda temas
relevantes del area agropecuaria. Se hace énfasis en el aprovechamiento de microorganismos bacterianos
y fungicos y su potencial uso en los agroecosistemas. Estas aplicaciones con la finalidad de promover
practicas sustentables de produccién, desde la promocion del crecimiento vegetal en condiciones
ambientales adversas, el biocontrol de fitopatégenos y malezas, asi como la biorremediaciéon. También se
exploran metodologfas novedosas para la obtencién de compuestos antioxidantes y antifingicos.
Ademas, se presentan avances en la elaboraciéon de nuevos alimentos para la produccién acuicola, como
alternativas para la nutricion efectiva.

Los trabajos aqui presentados constituyen evidencias de los pasos sélidos que dan los diferentes
grupos de investigacion nacionales e internacionales del area de la biotecnologia agropecuaria. Se agradece
la participacion de los autores que pertenecen al Sistema Nacional de Investigadoras e Investigadores

(SNII-CONAHCYT) de los Estados Unidos Mexicanos.

Los Autores
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Capitulo 3

Efecto de pulsos ultrasénicos en la extraccion de
compuestos antioxidantes y antifangicos en Euphorbia
prostrata (golondrina)
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RESUMEN

El propésito de esta investigacion fue evaluar el efecto de los pulsos ultrasénicos en la extraccion
de compuestos bioactivos de Euphorbia prostrata (Golondrina). Se extrajo la fraccion lipidica de la planta
para determinar su capacidad antioxidante y antifungica. La extraccion se realizé6 mediante arrastre de
vapor y maceracion con solventes, con y sin la asistencia de pulsos ultrasénicos. Los resultados obtenidos
mostraron mayor rendimiento en ambos métodos cuando se utilizé los pulsos ultrasénicos como
asistente de extraccion. Ademas, la evaluacion de la capacidad antifungica revelo un mayor porcentaje de
inhibicién frente al hongo Saprolegnia, permitiendo un crecimiento del 30% y 51% a los 10 dias cuando
se utiliz6 el extracto de golondrina obtenido por arrastre de vapor y maceracion con la asistencia de pulsos
ultrasonicos, respectivamente. Congruentemente, la capacidad antioxidante fue mas alta en los métodos
de extraccion asistidos por pulsos ultrasénicos, destacando la fraccion lipidica obtenida mediante arrastre

por vapor la que obtuvo el valor mas alto.

INTRODUCCION

Euphorbia Prostrata (Golondrina), es una especie fanerégama perteneciente a la familia de
las Euforbidceas. Es endémica desde Estados Unidos hasta Sudamérica siendo  una hierba anual

cuyos tallos delgados postergados alcanzan hasta unos 20 centimetros de largo, a veces de color purpura.

! Departamento de Ingenierfa, Instituto Tecnoldgico del Valle del Yaqui, Bacim 85276, México.

2 Departamento de Ciencias de la Salud, Universidad de Sonora, Ciudad Obregon 85040, México.
3 Coordinacién de Investigacion, Universidad Continental, Avenida los Incas s/n, Arequipa, Perd.
*Autor correspondiente: jarias.moscoso(@i
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Las hojas de forma oval, de hasta un centimetro de largo con bordes finamente dentados (Rojas et al.,
2010).

Estudios recientes han demostrado que los compuestos bioactivos presentes en extractos de E.
prostrata (Golondrina) tiene propiedades antioxidantes (Valenzuela-Soto et al., 2019). Se ha comprobado
también que extractos de la planta ejercen una acciéon depresora del sistema nervioso central, inhibidora
de la actividad espontanea, inmuno estimulante; por otro lado, los extractos acuosos han mostrado
capacidad antibacterial (Casado Villaverde, 2018; Usaquén Ramirez & Zafra Agudelo, 2018).

La destilacién por arrastre de vapor de agua es el método mas comun para la obtencién o
extraccion de compuestos bioactivos, especificamente de las fracciones lipidicas o aceites esenciales,
consiste en un proceso de separacion por el cual el vapor de agua vaporiza los compuestos volatiles de la
materia vegetal, este procedimiento consiste en el paso de flujo de vapor atreves de la materia prima de
este modo arrastra consigo los aceites esenciales, posteriormente estos vapores se condensan dando lugar
a la destilacion liquida formado por dos fases inmiscibles, estas dos fases se pueden separar por medio
de decantacion gracias a las distintas densidades (Casado-Villaverde, 2018). Otro de los métodos de
extraccion es por solventes o maceracion consiste en exponer a la materia prima en contacto con el
solvente basandose en la difusién de la fraccion lipidica de la planta y el solvente a través de la materia
prima (Pérez-Pezo, 2000; Paucarchuco-Soto et al., 2023).

Los pulsos ultrasénicos son ondas acusticas cuya frecuencia esta por encima de la capacidad de
audicion del oido humano; esas ondas viajan en una frecuencia superior a la percibida por el oido humano
menores a los 16kHz y viajan por la superficie y del material a una velocidad determinada dependiendo
de la naturaleza de este (Villamiel et al, 2017). Por lo que tienen distintas aplicaciones entre las cuales
destaca su uso en ciencias de alimentos en donde la onda de ultrasonido generado provoca ondas
mecanicas que originan unos esfuerzos cortantes muy elevados lo cual facilita la ruptura de estructuras y
permiten la destrucciéon de paredes celulares, extraccion compuestos de interés (Bermudez-Aguirre,
2017). Con el fin de elucidar si esta tecnologia emergente tiene un afecto sobre el rendimiento,
propiedades antioxidantes y anti-fingicas de los extractos se desarroll6 la presente investigacion.

Por otro lado, considerando el potencial de la planta golondrina como fuente de compuestos
bioactivos con distintas propiedades funcionales, se plante6 la obtenciéon de las fracciones lipidicas
mediante dos métodos de extraccion y con la asistencia de pulsos ultrasénicos, gracias a su alta eficiencia,
aunado a ser considerada una tecnologfa emergente, con el proposito de dar un mayor valor agregado a
esta planta, y con el fin de disminuir su impacto ambiental y proyectar la generacion de una industria de

ingredientes funcionales de gran interés.
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MATERIALES Y METODOS

La presente investigacion se realizé en el Tecnologico Nacional de México campus Valle del
Yaqui, ubicado en avenida Tecnolégico del Valle del Yaqui, Block 611, Bacum, San Ignacio Rio Muerto,
Ciudad Obregdn, Sonora, México. C.P. 85270, especificamente en el area del laboratorio de pulsos
ultrasonicos y en el laboratorio de acuacultura. Ambos laboratorios cuentan con el equipo adecuado para

la realizacion de esta investigacion.

Colecta de la planta Euphorbia Prostrata (Golondrina)

El lugar de donde se obtuvo la hierba fue en las inmediaciones del ejido Cuauhtémoc o llamado
también Campo 5, en el Municipio de Cajeme. Se ubica en el sur del estado de Sonora, con coordenadas

27°26'00"N 110°01'00"O. Se colectaron aproximadamente 5 kg (hojas).

Extraccion de la fraccion lipidica
Extraccion por arrastre de vapor

Para la extraccion de la fraccién lipidica se siguié la metodologia de Ozel & Kaymaz en el 2004;
mediante el principio de la extraccion con el uso del vapor saturado o sobrecalentado, y su paso por la
muestra seea a través del flujo del condensador formando en el interior del destilador utilizando el agua
como agente extractor (Recio-Cazares et al., 2024; Ozel & Kaymaz, 2004; Virk-Pannu et al., 2018).

El proceso de extracciéon de arrastre por vapor también llamado hidrodestilacién; consistié en
colocar la materia prima vegetal (hojas) en el hidrodestilador, de manera que forma un lecho fijo
compacto, de la materia vegetal cortada. El vapor de agua se inyecto mediante un distribuidor interno,
proximo a su base y con la presion suficiente para vencer la resistencia hidraulica del lecho; La generacion
del vapor fue serda mediante la base del recipiente, conforme el vapor entra en contacto con el lecho, la
materia prima se calenté y liberaron los compuestos volatiles contenidos, y estos a su vez, debido a su
alta volatilidad se evaporaron y fueron "arrastrados" corriente arriba hacia el tope del hidrodestilador
(Virk-Pannu et al., 2018). L.a mezcla, vapor saturado y aceite esencial, fluy6 hacia un condensador, donde
la mezcla se enfrié y condensé. A la salida del condensador, se obtuvo una emulsion liquida inestable, la
cual, fue separada con un embudo de separacion (Ozel & Kaymaz, 2004). Se utilizaron aproximadamente
150 gr de muestra de golondrina en el contenedor para su extraccion, el proceso se llevo a cabo varias

veces hasta la obtencion de la suficiente emulsiéon para su separacién y posterior analisis.

Extraccion por arrastre de vapor con la asistencia de pulsos ultrasénicos

Previo a seguir la metodologia de Ozel y Kaymaz (2004); para la extraccion se utilizaron pulsos

ultrasénicos siguiendo la metodologia de Usaquén Ramirez & Zafra Agudelo (2018). Se utiliz6 una
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relacién 1:10 de golondrina y agua, a continuacion, se aplicé los pulsos ultrasénicos durante 20 min con
intervalos de 20 segundos de pulsos por 10 segundos de descanso a una amplitud del 30% de onda. Luego
de este periodo se sigui6 la metodologia antes mencionada para la extraccién por arrastre de vapor (Figura

1.

Extraccion por arrastre con vapor

Pretratamiento con pulsos ultrasénicos

= =
L
?ggg':F } .' ' ] e

Figura 1. Técnicas de extracciéon de compuestos bioactivos: Asistencia con pulsos ultrasonicos y
Extraccién por arrastre con vapor.

Extracciéon por maceracion

Para el método de extraccion mediante maceracion se siguié la metodologia descrita por Melo-
Guerrero et al. (2020). En este método de extraccion se utilizé la muestra seca y molida, la cual se puso
en contacto con alcohol a 96%. Estos disolventes solubilizan la muestra, permitiendo la extraccion de
distintas sustancias tales como aceites, grasas, proteinas y ceras, obteniéndose asf al final una oleorresina
O un extracto impuro.

Se trituro la planta golondrina seca en un procesador de alimentos Oster clasico de 1.26 L y se
utiliz6 un molino para reducir el tamano de particula. Se pesaron 50 gr de golondrina en matraces y se
agregaron 100 mL de etanol al 90%, asegurandose de que cubriera toda la planta triturada y se colocaron
en agitaciéon. Una vez sellado se almacenaron en agitaciéon constante durante 10 dias protegido de la luz,
después de este periodo se procedié a separar el solvente de la muestra mediante filtraciéon con papel
whatman nimero 125 mm con bomba al vacio. El solvente obtenido se guardé en frascos ambar de
vidrio esterilizados previamente.

Extraccion por maceracion con la asistencia de pulsos ultrasonicos

Después de seguir la metodologia descrita por Melo-Guerrero et al. (2020). Se aplicaron los pulsos
ultrasénicos siguiendo la metodologia de Usaquén Ramirez & Zafra Agudelo (2018). Se aplicaron

129



Biotecnologia agropecuaria aplicada

directamente en la solucién que se prepard en una relacion 1:2 de golondrina y alcohol, a continuacion,
se aplicé los pulsos ultrasonicos durante 20 min con intervalos de 20 segundos de pulsos por 10 segundos
de descanso a una amplitud del 30% de onda. Luego de este periodo se siguié la metodologia antes
mencionada para la extraccion por maceracion (Figura 2).

Postratamiento con pulsos ultrasénicos

Extraccion por maceracion

(: ) 20:00 min
O

Figura 2. Técnicas de extraccién de compuestos bioactivos: Extraccion por maceracion y asistencia con
pulsos ultrasénicos.

Determinacion de la capacidad antifangica

Para la determinacién de la capacidad antifingica se sigui6 la metodologia de Smith y col 1985.
El primer paso consistié en reactivar las cepas del hongo Saprolegnia, siguiendo la metodologia de Flint et
al. (2004); se incuban en agar avena, el proceso de reactivacion consistié en dejar reposando avena durante
24 horas en agua destilada, a razén de 40 gr/L. Después se prepararon 600 mL de medio de cultivo
utilizando el caldo de avena como base para el medio, se adicionaron 2 gr/L de extracto de levadura,
5gr/L de glucosay 25 gr/L de agar bacterioldgico, se llevo a la autoclave a 121 °C, el medio fue acidificado
después de la esterilizacion, con acido tartarico al 10% a razén de 14ml./L de medio, cuando este alcanzo
45 °C.

A continuacion, se evaluo la capacidad antifungica de los distintos extractos obtenidos siguiendo
la metodologia de Marqués-Camarena (2015). Se utilizaron dos concentraciones de los distintos extractos
500 uL y 1000 pL, mediante la siembra por difusiéon en pozo, incubandose a 26 °C para su postetior
evaluacion radial a los 10 dfas (Figura 3).

Los extractos evaluados fueron codificados de la siguiente manera, VSP: golondrina extraida por
arrastre con vapor sin pulsos, VCP: golondrina extraida arrastre con vapor asistida con pulsos, MSP:

golondrina extraida por maceracion sin pulsos, MCP: golondrina extraida por maceracién con pulsos.

Determinacion de la actividad antioxidante

Para la determinacién de la capacidad antioxidante se sigui6 la metodologia propuesta por

Dewanto et al. (2002), con modificacion por Tovar del Rio (2013). Se pesaron 1.23 mg de 2,2-difenil-1-
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picrilhidracilo (DPPH) en un matraz volumétrico y se disolvieron en 25 ml de dimetilsulféxido (DMSO)
para obtener una solucién 125 puM, la cual se puso en agitacion, esta solucién madre se utilizé para
preparar las diluciones de los distintos viales con los extractos lipidicos obtenidos de la golondrina y se
diluyeron en 1 ml de DMSO para obtener soluciones stock de las cuales se tomaron 100 pl y se diluyeron
en 900 pl para obtener la primera dilucién y asi sucesivamente. Los resultados se han expresado en

equivalentes a Trolox (Figura 3).

N 26°C

C:j 10 dias

Actividad antioxidante

Actividad antifungica

4

Extracm”
Extracto ‘

V4

Figura 3. Determinacion de actividad antifingica y actividad antioxidante.

RESULTADOS Y DISCUSION

Rendimiento de los extractos lipidicos

En el Cuadro 1. se observa que el método de extraccion por arrastre con vapor con asistencia de
pulsos ultrasénicos muestra una diferencia estadisticamente significativa, siendo superior al método sin
la asistencia de pulsos. Un comportamiento similar se aprecia en el método de extracciéon por maceracion
con asistencia de pulsos ultrasénicos, donde se registran valores mas altos comparados con la maceracion

sin pulsos ultrasénicos.

Cuadro 1. Rendimiento de extraccién de fracciones lipidicas

Método de extraccion Pulsos ultrasénicos Rendimiento %
Arrastre por vapor Con asistencia 13+1.2*
Sin asistencia 10+0.9°
Maceracion Con asistencia 29+0.8°
Sin asistencia 2541.0¢

Los resultados son promedio de 3 repeticiones * desviaciones estandar. Letras diferentes entre columnas indican diferencia
significativa entre tratamientos por t-Student para p<<0.05

Asimismo, el método de extraccion que presenta mayor rendimiento en cuanto a la fraccion

lipidica es la maceracién con asistencia de pulsos ultrasénicos. Este comportamiento posiblemente se
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relaciona con el efecto de la cavitacién proporcionado por los pulsos ultrasénicos, que rompe estructuras
internas donde se encuentran las fracciones lipidicas de la planta golondrina, permitiendo asi una mayor
extraccion, independientemente del método utilizado (Paucarchuco-Soto et al., 2023). Comportamientos
similares fueron reportados para la extracciéon de aceite esencial de toronja mediante arrastre de vapor y

maceracion por Hernandez-Castillo (2021).

Determinacion de la capacidad antifuangica

En el cuadro 2 se puede observar el efecto antifungico de los distintos extractos lipidicos de
golondrina obtenidos por ambos métodos arrastre de vapor y maceracion. Se utilizaron dos
concentraciones para su evaluacion frente al hongo Saprolegnia, durante un periodo de 10 dias.

Los porcentajes de inhibicién mads altos frente al hongo Saprolegnia tueron alcanzados por el
extracto obtenido mediante arrastre por vapor con asistencia de pulsos ultrasénicos, a una concentracion
de 1000 plL, permitiendo el crecimiento del hongo en un 30%. Este método fue seguido por el extracto
obtenido por maceraciéon con asistencia de pulsos ultrasénicos, a la misma concentracion, permitiendo
un crecimiento del hongo del 51%. Estos resultados indican que la asistencia de pulsos ultrasénicos
potencia significativamente la capacidad antifungica de los compuestos presentes en las fracciones
lipidicas obtenidas mediante diversos métodos de extraccion. Comportamientos similares fueron
reportados en la evaluacion de aceites esenciales incorporados a peliculas de quitosano (Valencia-Sullca,

et al.,, 2018).

Cuadro 2. Capacidad antifungica.

Extractos Concentracion Diametro Crecimiento
(n) (mm) (%)
Control (Sin extracto) - 35.2%+ 0.05 100
500 35.1 £ 0.05° 100
VSP 1000 24.5 + 0.02° 70
500 30.1x 0.03¢ 86
CP
v 1000 10.5+ 0.08¢ 30
_l’_ a
MSP 500 35.2 = 0.04 100
1000 30.3 = 0.07¢ 86
500 32.5 = 0.06¢ 93
MCP
¢ 1000 17.8 + 0.03f 51

Los resultados son promedio de 6 repeticiones £ desviaciones estandar. Letras diferentes entre columnas indican diferencia
significativa entre tratamientos por t-Student para p<0.05. VSP: golondrina extraida por vapor de agua sin pulsos. VCP:
golondrina extraida por vapor de agua asistida con pulsos. MSP: golondrina extraida por maceracién sin pulsos. MCP:
golondrina extraida por maceracién con pulsos

La actividad antifungica observada se atribuye principalmente a los compuestos volatiles y aceites

esenciales presentes en las fracciones lipidicas (Allagui et al., 2024; Alvarez-Garcia et al, 2023). Los
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extractos que no fueron tratados con asistencia de pulsos ultrasénicos permitieron un mayor crecimiento
del hongo, con valores de inhibicién que variaron del 70% al 100%. Esto resalta la eficacia de los métodos
asistidos por ultrasonidos en la extracciéon y activacion de componentes antifungicos, subrayando su

potencial en aplicaciones antifungicas avanzadas (Nazzaro et al., 2017; Pabon et al., 2022).

Determinacion de la capacidad antioxidante

Los valores obtenidos en relaciéon con la capacidad antioxidante de los distintos extractos se
pueden observar en el Cuadro 3. Los valores mas altos fueron alcanzados por el método de extraccion
port arrastre de vapor asistido con pulsos ultrasonicos, con un valor de 103.30 en capacidad antioxidante.
Un comportamiento similar se observa en el extracto obtenido por maceracion asistida con pulsos
ultrasénicos, que presenta un valor de 92.79. Esto confirma que el uso de pulsos ultrasénicos como
asistente en la extraccion de fracciones lipidicas mejora las propiedades funcionales de los compuestos

extraidos, independientemente del método utilizado para su obtencion.

Cuadro 3. Capacidad antioxidante

Tratamiento Actividad antioxidante
MSP 85.86 £ 0.08*
MCP 92.79 £ 0.11°
\B) 100.66 + 0.02°
VCP 103.30 + 0.05¢

Los resultados son promedio de 3 repeticiones * desviacion estandar. Letras diferentes entre columnas indican diferencia
significativa entre tratamientos por t-Student para p<<0.05. VSP: golondtina extraida por vapor de agua sin pulsos. VCP:
golondrina extraida por vapor de agua asistida con pulsos. MSP: golondrina extraida por maceracion sin pulsos. MCP:
golondrina extraida por maceracién con pulsos.

CONCLUSIONES

El uso de los pulsos ultrasonicos no solo mejora la eficiencia de la extraccion de compuestos
bioactivos, sino que también incrementa significativamente el rendimiento y la efectividad de las
fracciones lipidicas extraidas. Este método, al aprovechar el fenémeno de la cavitacion, facilita la ruptura
de las estructuras celulares y la liberacion de compuestos bioactivos, logrando asi una mayor
concentracién de sustancias funcionales en los extractos obtenidos.

Por otro lado, los pulsos ultrasénicos, ademas de mejorar la extraccion de compuestos bioactivos,
también incrementan su efectividad antifingica, ofreciendo una estrategia prometedora para el control
de patdgenos como Saprolegnia. Estos hallazgos estan en consonancia con investigaciones previas que

demuestran la efectividad de los aceites esenciales en aplicaciones antifingicas.
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Los valores obtenidos respecto a la capacidad antioxidante son coherentes con determinaciones
anteriores, evidenciando el efecto positivo de la asistencia de pulsos ultrasonicos. Esta técnica también
potencia las propiedades antioxidantes de los compuestos extraidos, demostrando ser una herramienta
valiosa para mejorar la calidad y eficacia de los extractos obtenidos.

La utilizaciéon de pulsos ultrasoénicos como asistente en el proceso de extraccion de las fracciones
lipidicas no solo optimiza la recuperacion de compuestos bioactivos, sino que también incrementa su

funcionalidad, abriendo nuevas posibilidades de uso en diversas aplicaciones industriales y cientificas.
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