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RESUMEN

Estudios previos han demostrado que la composicion nutricional del aceite obtenido a partir de
semillas de canamo (Cannabis sativa L.) es atractiva debido a la presencia de acidos grasos
insaturados, antioxidantes naturales y por presentar propiedades funcionales (antiinflamatorias,
anticancerigenas, anticonvulsivas, analgésicas, entre otras). La nanofiltracion con disolventes
organicos es una técnica de separacion que tiene dos objetivos, por un lado, concentrar
compuestos de interés, y por otro purificar los productos extraidos. Esta técnica se ve favorecida
sobre procesos tradicionales como la destilacion o cromatografia, debido a que evita la pérdida
de compuestos termosensibles, tiene un bajo requerimiento energético y se pueden procesar
grandes volumenes desde el punto de vista industrial. En este estudio se llevd a cabo la
extraccion y refinacién del aceite de semilla de cahamo mediante membranas de nanofiltracién
resistentes a disolventes organicos (OSN), con el objetivo de obtener distintas fracciones
concentradas de compuestos no polares con potencial actividad biolégica. Adicionalmente, se
evalud su actividad antioxidante y antimicrobiana en comparacién con el extracto crudo. En la
primera etapa se trabajé con membranas de nanofiltracién con un peso molecular de corte
nominal de 600 Da (Borsig ONF-1), las cuales, presentaron flujos de 145 L/m?h y un factor de
rechazo >99%, el cual indic6 que las membranas seleccionadas para este proceso son de gran
utilidad para concentrar glicéridos. En la segunda etapa, se usaron membranas Duramem 150
T1 con flujos de 2.2 L/m?h, que, a pesar de su bajo flux, lograron la separacion de los compuestos
con un peso molecular superior a 150 Da. Por otra parte, la actividad antioxidante del aceite de
semilla de cafnamo sin procesar fue de 45 mg T/ 100 g aceite, mientras que el permeado obtenido
a partir de la primera etapa de nanofiltracién presentd una actividad antioxidante de 96.5 mg
T/100 g aceite, o que representa un incremento superior al doble. Respecto a la actividad
antimicrobiana, la mayoria de las fracciones obtenidas presentaron actividad contra L.
monocytogenes y S. typhi a una concentracion de 50 mg/mL con halos de inhibicién entre 0.4 y
1.8 mm. Los resultados obtenidos, muestran el potencial de la nandfiltracién con disolventes
organicos como una técnica para la separacién y concentracion de compuestos, lo que constituye

un método de refinacion novedoso para esta matriz.
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1. INTRODUCCION

El canhamo (Cannabis sativa L.) es una planta de origen asiatico perteneciente a la familia de las
cannabaceas. Se cree que fue cultivada por primera vez en China (2700 a.C.) y se ha distribuido
a lo largo del mundo por sus propiedades industriales, terapéuticas, recreacionales y
nutricionales. La planta en su totalidad, posee un alto contenido de nutrientes como son: proteina
(25-30%), fibra (30-40%) y aceite (25-35%) [1,2], asi como también compuestos que han
mostrado distintas actividades biolégicas relacionadas a la salud (antiinflamatorias,
anticancerigenas, anticonvulsivas, analgésicas, antiheméticas, entre otras [3-5]). Uno de los
productos que puede obtenerse de la semilla de cafiamo es el aceite, el cual se caracteriza por
ser rico en acidos grasos poliinsaturados y contener compuestos antioxidantes como el y-
tocoferol [2,6,7]. Se ha reportado que este compuesto tiene un alto potencial en la prevencién de

enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo [8,9].

Por otra parte, para la obtencién y purificacion de compuestos bioactivos existen distintos
métodos de separacion a través de procesos térmicos como son la destilacion y la cristalizacion;
sin embargo, estos procesos involucran altos gastos energéticos y la posible degradacion de
compuestos termosensibles. La seleccidon de un método de extraccidén es muy importante
considerando que un método adecuado permite maximizar los rendimientos, optimizar los
procesos, disminuir costos y obtener productos de mayor calidad. La tecnologia de membranas
permite llevar a cabo la concentracion y purificacion de compuestos de manera mas eficiente en
términos energéticos, con menor impacto ambiental y una mayor preservacién de compuestos
termolabiles. Dentro de los procesos con membranas, la nanofiltracién con disolventes organicos
es un proceso que se caracteriza por su alta selectividad y disminucion de pérdidas de
compuestos sensibles al dafio térmico; siendo esta tecnologia aplicada actualmente en el
proceso de refinacidbn de aceites (descerado y eliminacion de acidos grasos libres) y
concentracién de compuestos de interés. Con base en lo anterior, el presente trabajo permitira
obtener un extracto y fraccionamiento de los compuestos bioactivos presentes en el aceite de la

semilla de cafiamo empleando nandfiltracién con disolventes organicos.



2. ANTECEDENTES

2.1. Generalidades del canamo

El cahamo (Cannabis sativa L.) es una planta anemofila que pertenece al orden de las urticales
y a la familia de las cannabéaceas. El origen exacto del cafiamo se desconoce, sin embargo, se
cree que su cultivo inicié en China y posteriormente se extendié a paises mediterraneos de
Europa central, asi como a Afganistan y Pakistan [10]. Esta planta se caracteriza por poseer
ramas largas que se componen de 3 a 13 hojas palmeadas, y posee una altura de 1 a 5 m. Su
crecimiento se ve favorecido en climas templados; sin embargo, puede adaptarse a climas
helados [11]. Dentro del género Cannabis pueden encontrarse 3 especies de acuerdo a la
morfologia de la planta: Cannabis sativa L. var. sativa: lamada comunmente cafiamo industrial,
usada para la obtencion de fibra por su bajo contenido de compuestos psicoactivos que va del
0.2 al 0.3% [12]; Cannabis sativa L. var. indica (marihuana): posee un alto contenido de
tetrahidrocannabinol (3-15%) (THC), el cual es un cannabinoide psicoactivo, por lo que es
cultivada con fines narcéticos/recreativos; y Cannabis sativa L. var. ruderalis que tiene una
composicion intermedia entre las dos variedades mencionadas anteriormente y se considera una
variedad salvaje [10,13]. Como se mencioné anteriormente, la principal diferencia entre la
marihuana y el caAiamo industrial radica en su contenido de THC, ya que la primera puede llegar
a contener del 3 al 15 % de THC en peso, mientras que el cafiamo industrial y otras fibras y
semillas de cannabis oleaginosas generalmente contienen menos del 1% de este compuesto
[14].

El canamo industrial ha sido ampliamente usado por el hombre, debido a la diversidad de
caracteristicas que posee, entre las cuales destacan la medicina tradicional y la obtencion de la
fibra textil para la fabricacién de ropa, papel y otros productos industriales y alimentarios [13]. La
hoja de cafamo es la parte de la planta de esta especie que presenta mayor contenido de
cannabinoides (1.1-2.1%) en comparacion con el resto de la planta. Con respecto al contenido
de THC, esta planta puede tener hasta 0.93% de este compuesto, el cual es bajo, comparado
con la especie psicoactiva Cannabis indica la cual posee alrededor del 15 % [15]. Las hojas de
canamo e inflorescencias se han usado principalmente para la obtenciéon de fitoquimicos
medicinales debido a su contenido de diversos metabolitos secundarios, tales como terpenoides
y flavonoides. Adicionalmente, el cafiamo se ha usado para la obtencién de aceites esenciales y
fragancias con aplicacion potencial en el campo alimentario. Por otro lado, debido a su alto

contenido de fibra (23.1%), el tallo se usa principalmente para la obtencion de fibras lefiosas para



la industria de textiles, materiales de construccién (concreto), y fabricacién de papel [16]. En la
Figura 1 se indica la informacion nutricional y el porcentaje de cannabinoides presentes en

diferentes partes de la planta de cafnamo [16].

Por otra parte, el porcentaje de grasas en la semilla de cahamo es mayor que en las demas
partes de la planta (25-35%), por lo que esta semilla tiene un gran potencial para la produccion
de aceite con posible uso alimenticio y nutracéutico. Ademas de esto, la semilla de cafiamo se
caracteriza por tener un bajo contenido de THC (0.003%) y un alto contenido de proteina (20-
25%) y fibra (20-30%), los cuales son compuestos de importancia nutrimental. Considerando lo
anterior, la semilla de cahamo se puede usar para obtener productos como harina, concentrados
proteicos, aditivos para fortificaciéon o enriquecimiento de alimentos, fertilizantes, alimento para

ganado y aceite comestible con propiedades funcionales [16].

Hoja:
Proteina (23.78%)
Grasas(1997%)

Fibra (18.95%)

Ceniza (11.18%)

Humedad (6.87%) Tallo:
Cannahinoides (1.1-2.1%) Proteina (17.20%)
Grasas (8.02%)

THC (0.57-0.83%)

Fibra (23.13%)

Semilla: Ceniza (6.75%)

P roteina (20-25%) Humedad (5.16%)
Grasas(25-35%) Canrabinoides (0.005-0.008%)
Fibra (20-30%) THC (0.003840.0034%)
Ceniza (79%) CBD (0.00019%)

Humedad (6%)

THC (0003%)

CED (0.02%)

Figura 1. Perfil nutricional de cannabinoides en diferentes partes de la planta de canamo (Cannabis
sativa L.) [16].

2.1.1. Semilla de caihamo
En un inicio, la semilla de cafiamo se consideraba como un subproducto agroindustrial para la

obtencion de fibra; sin embargo, el descubrimiento de su alto valor nutricional y funcionalidad, ha
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promovido recientemente su produccion a nivel industrial. La cantidad y el tipo de compuestos
presentes en la semilla de cafiamo pueden variar de acuerdo a la especie y edad de la planta,
asi como a las condiciones del cultivo. Las variedades genéticas estan definidas por el lugar de
origen, que da lugar a distintos ecotipos de cafiamo. En cuanto al contenido de cannabinoides
como el THC y el CBD, es importante sefialar que estos compuestos no son sintetizados en la
semilla; su presencia en esta se considera resultado de una contaminacién externa,
principalmente por contacto con las flores o estructuras resinosas de la planta durante la cosecha
o el procesamiento; es por ello que las semillas de cafnamo certificadas deben cumplir
estrictamente con las normas dictadas por la Unién Europea, y poseer un contenido de THC
inferior al 0.003% en la cosecha. Por otra parte, el cannabidiol (CBD) es otro de los cannabinoides
que puede estar presente en la semilla de cafiamo; sin embargo, a diferencia del THC, este
compuesto no posee actividad psicotrépica. EI CBD se produce y almacena principalmente en
las estructuras glandulares de la planta (en proporciones mayores que el THC) y a pesar de que
tampoco se produce en la semilla, ésta lo contiene en cantidades que pueden ir de 5 a 1000

mg/kg de acuerdo a la variedad de la que se trate, condiciones de cultivo, etc. [17,18].

2.1.2. Composicion nutrimental
La semilla de cahamo contiene distintos compuestos con valor nutricional, dado que algunas de
sus macromoléculas, como lipidos y proteinas, son de un alto valor bioldgico. En la Tabla 1 se
presenta la composicion nutricional de la semilla de cafiamo reportada por Callaway [1], en la
que se observa que uno de sus principales componentes de estas semillas son los lipidos
(35.5%).

Tabla 1. Composicion nutricional (%) de la semilla de cafamo [1].

Composicioén %
Carbohidratos 27.6
Lipidos 35.5
Proteina 24.8
Humedad 6.5
Cenizas 5.6
Fibra dietética total 27.6
Energia (kJ/100 g) 2200

Carbohidratos: El porcentaje de carbohidratos que compone la semilla de cafiamo puede ir del
20 al 30% [19], del cual, entre el 10 y el 15% corresponden a fibra [6].



Fibra: La semilla de cafiamo presenta un porcentaje de fibra dietética total del 27.6%, la cual se
compone por 20% de fibra soluble y 80% de fibra insoluble. La fibra dietética total de la semilla
de cafiamo esta formada en su mayoria por los siguientes componentes (g/1000g): celulosa (67-
78), hemicelulosa (16-18), pectinas (0.8) y lignina (3.5-5.5) [7].

Proteinas: La semilla de cafiamo tiene un contenido de proteina mayor (20-25%) comparado con
el de otras semillas, como las de girasol (20%) y canola (19.5%), lo que muestra su gran potencial
como fuente proteica industrial. Adicionalmente, estas proteinas tienen un perfil de aminoacidos
equilibrado, que incluye los 9 aminoacidos esenciales: histidina, isoleucina, leucina, lisina,
metionina, fenilalanina, treonina, triptéfano y valina. Por otro lado, la proteina de canamo es
altamente digerible [20], presentando globulina de tipo leguminosa y albumina de tipo globular
que se caracterizan por su calidad nutrimental y facil digestion [16]. Estas proteinas estan

constituidas por 60-80% de globulinas y 20-40% de albuminas.

Grasas: La semilla de cafiamo posee un porcentaje de grasas totales que va del 25 al 35% de
acuerdo a la variedad genética de la planta y las condiciones de cultivo. Esta semilla contiene
alrededor del 10% de acidos grasos saturados: 5% de acido palmitico, 1.5% de acido estearico
y 0.2% de acido behénico [21]. Por otra parte, la fraccion lipidica se caracteriza por ser rica en
acidos grasos poliinsaturados (PUFA's, por sus siglas en inglés) que representan del 15 al 22%
de la fraccion lipidica total. La Tabla 2 presenta los acidos grasos identificados en el aceite de
semilla de cafiamo, reportados por Leizer et al. [17]. Como puede observarse, los dos acidos
grasos que se encuentran en mayor proporcion en la semilla de cahamo son el acido linoleico
(52-62%) y a-linolénico (12-23%). Estos acidos grasos esenciales estan presentes en una
proporcion estimada entre 3/1 y 5/1, que esta dentro de los rangos recomendados por los

especialistas en nutricion [19,22,23].

Tabla 2. Acidos grasos presentes en el aceite de semilla de cafiamo (Cannabis sativa L.) [19].

Componente % (p/p)
Acido linoleico (18:2n6) 52-62
Acido a-linolénico (18:3n3) 12-23
Acido oleico (18:1n9) 8-13
Acido palmitico (16:09 5-7
Acido estearico (18:0) 1-2
Acido y-linolénico (18:3n6) 3-4
Acido eicosanoico (20:0) 0.39-0.79
Acido eicosenoico (20:1) 0.51




Por otra parte, Deferne y Pate [19] compararon el perfil de acidos grasos esenciales presentes
en el aceite de semilla de cafiamo con el de aceites comestibles como el de soya, canola, maiz
y palma (Tabla 3). En el estudio se observa que el aceite de semilla de canamo contiene acido
linolénico en mayor proporcidon que los aceites previamente mencionados (15-25%). Asimismo,
como se puede observar en la Tabla 3, si bien el contenido de acido linoleico presente en aceite
de maiz es alto (59%); el aceite de semilla de cafiamo puede alcanzar proporciones hasta del
70% [19].

Tabla 3. Porcentaje de acidos grasos presentes en las semillas de distintos aceites vegetales incluyendo
el cafiamo [19].

Aceite Acidos grasos Acidos grasos Acidos grasos
saturados monoinsaturados poliinsaturados
% % %
Linoleico Linolénico
Palmitico Esteérico Oleico
(LA) (LNA)
(C16:0) (C18:0) (C18:1n9)
(C18:2n6) (C18:3n3)
Canamo 6-9 2-3 10-16 50-70 15-25
Soya 9 6 26 50 7
Canola 0 7 54 30 7
Maiz 0 17 24 59 0
Palma 85 0 13 2 0

El beneficio de los acidos grasos esenciales en el organismo también se atribuye a los productos
que se sintetizan a partir de ellos mediante las rutas bioquimicas a nivel celular. Por ejemplo, las
transformaciones del acido linoleico (LA) a acido araquidénico (AA), y del acido linolénico (LNA)
a acido eicosapentaenoico (EPA) y docosahexaenoico (DHA), promueven la formacion de
prostaglandinas involucradas en distintas funciones en el organismo, tales como la respuesta

antiinflamatoria e inmunoreguladora [17].

Vitaminas y minerales: Por otro lado, ademas de su alto contenido de lipidos, proteinas y
carbohidratos, esta semilla posee vitaminas y minerales, tales como la vitamina E (tocoferol), la
cual se caracteriza por actuar como un antioxidante natural. Como puede observarse en la Tabla
4, el contenido de esta vitamina en la semilla de cafiamo es mayor que en las semillas de soya
y girasol (105 y 2.5 veces mas, respectivamente), lo que muestra su potencial como una
excelente fuente de vitamina E. Asimismo, se ha reportado que el contenido de materia
inorganica en la semilla de cafiamo es del 5.6%, lo que se ha atribuido a un alto contenido de

minerales como calcio, zinc, magnesio, fosforo, potasio, azufre y hierro [1,7,24]. De acuerdo a la
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Tabla 4, la semilla de cafamo tiene una mayor proporcién de fosforo, magnesio, sodio,
manganeso, zinc y cobre, en comparacion con los presentes en las semillas de soya y girasol

[7].

Tabla 4. Valores nutricionales de vitaminas y minerales presentes en la semilla de canamo (Cannabis
sativa L.) [7].

Componente mg/100g Soya Girasol

Vitamina E 920 0.85 35.17
Tiamina (B1) 04 0.874 1.48
Riboflavina (B2) 0.11 0.87 0.35
Fésforo 1160 704 660
Potasio 859 1797 645
Magnesio 483 280 325
Calcio 145 277 78
Hierro 14 15.7 5.25
Sodio 12 2 9
Manganeso 7 2.5 1.95
Zinc 7 4.89 5
Cobre 2 1.658 1.8

2.2. Compuestos bioactivos

De manera general, la semilla de cafiamo esta compuesta por metabolitos primarios como
proteinas, polisacaridos y acidos grasos, y metabolitos secundarios que incluyen los siguientes:
cannabinoides, flavonoides, terpenos, lignanos y alcaloides [12]. De acuerdo a Kanabus et al.
[10], se han identificado alrededor de 750 compuestos naturales en el cafiamo que representan
principalmente 4 diferentes clases quimicas (fenoles, terpenos, alcaloides y cannabinoides)
[13,25]. La Figura 2 ilustra los principales compuestos bioactivos presentes en la semilla de
canamo. En este sentido, Leizer et al. [17] reportaron los principales productos naturales

presentes en el aceite de semilla de cafiamo (Tabla 5).



Tabla 5. Productos naturales presentes en el aceite de semilla de cafiamo (Cannabis sativa L.) [17].

Componentes Valor reportado
[17]
Cannabidiol (CBD) 10 mg/kg
A-9-Tetrahidrocannabinol (THC) Nd
Mirceno 160 mg/L
B-cariofileno 740 mg/L
B-sistosterol 100-148 g/L
a-Tocoferol Tr
y-Tocoferol 468 mg/L
Metil-salicilato Tr

Tr: trazas, Nd: no detectable

BWW\/\/\/\/ HUW
. : Acido linolénico
Acido linoleico

(omega-3)
(omega-6)

Cannabidiol y-Tocoferol

Figura 2. Principales compuestos bioactivos presentes en el aceite de la semilla de cafiamo.

A continuacion, se describe la importancia de los compuestos presentes en el aceite de semilla

de canamo.

Cannabidiol (CBD): Dentro de los principales compuestos bioactivos del cafiamo se encuentran
los cannabinoides como el CBD. A diferencia del THC, el CBD no presenta efectos psicoactivos
[6], y se le han atribuido distintas propiedades benéficas a la salud [17]. Este es uno de los
compuestos presentes en la semilla de canamo que ha captado mayor interés cientifico debido
a que se ha demostrado su actividad terapéutica para tratar diversas enfermedades, tales como
dolores intensos, convulsiones, ansiedad, nauseas y otros desordenes neuropsiquiatricos [5].
Adicionalmente, se ha reportado la efectividad del CBD como alternativa en el tratamiento del

cancer de mama, ya que es capaz de matar las células de este cancer al inducir estrés celular



en el reticulo endoplasmico e inhibir la sefalizacién de proteinas responsables de la division

celular [13]. En otro trabajo, se reporto el efecto antiproliferativo y antiinvasivo del CBD en gliomas

(células de tumores cerebrales) [26]. Por otra parte, el CBD también puede actuar como

compuesto antiinflamatorio, por lo que se ha investigado su efecto en personas con esclerosis

multiple, migrafia y dolor reumatico [27,28]. Actualmente existen medicamentos comerciales

desarrollados a partir de CBD, como es el caso de Epidiolex, el cual es usado para tratar las

convulsiones asociadas con el sindrome de Lennox-Gastaut enfermedad en la que se desarrollan

encefalopatias epilépticas [25]. A continuacion, la Tabla 6 presenta algunos de los efectos

farmacolégicos del CBD reportados por Pisanti et al. [29].

Tabla 6. Efectos farmacolégicos del cannabidiol [29].

Enfermedad Efecto farmacologico

Alzheimer Antiinflamatorio, antioxidante, antiapoptético en modelos in vitro e in vivo de
respuestas neuroinflamatorias y neurodegenerativas.

Parkinson Control del deterioro dopaminérgico in vivo; neuroproteccién; reduccion de

Esclerosis multiple

Epilepsia

Huntington

Hipoxia-isquemia

Dolor

Ansiedad

Depresion

Cancer

Nauseas

Enfermedades
inflamatorias

Artritis reumatoide

Infecciones

agitacion, pesadillas y de comportamiento agresivo en pacientes.

Mejora de la encefalomielitis autoinmune en ratones, propiedades antiinflamatorias
e inmonomoduladoras.

Efecto anticonvulsionante; reduccién de la frecuencia de convulsiones en nifios y
adultos con epilepsia.

Efecto neuroprotector y antioxidante en modelos transgénicos de ratones.

Efectos neuroprotectores a corto plazo; inhibicidon de la excitotoxicidad, del estrés
oxidativo y de la inflamacion in vitro e in vivo.

Efecto analgésico en pacientes con dolor neuropatico.

Reduccién de la tensién muscular, inquietud, fatiga y problemas de concentracion;
mejora de las interacciones sociales y reduccion de ansiedad y estrés en modelos
de ansiedad en roedores.

Efecto antidepresivo en modelo de roedores.

Acciones antiproliferativas y antiinvasivas en una amplia gama de tipos de cancer;
estudios en modelos celulares.

Supresion de nauseas y bostezo en ratas.

Propiedades antiinflamatorias en varios modelos in vitro e in vivo; inhibicion de
citocinas y vias inflamatorias.

Inhibicién del FNT-a (Factor de necrosis tumoral) en modelos animales

Actividad contra Staphylococcus aureus resistente a la meticilina.




Intestinal y de Crohn Inhibicion del reclutamiento de macréfagos y secrecion de FNT-a (Factor de
necrosis tumoral); reduccion en el indice de actividad de la enfermedad en

pacientes de Crohn.

Enfermedades Reduccién de la gravedad de infarto a través de propiedades antioxidantes y
cardiovasculares antiinflamatorias in vitro e in vivo.

Complicaciones Atenuacion de la fibrosis y disfuncién miocardica.

diabéticas

A pesar de que el contenido de CBD presente en el aceite de semilla de cafiamo no es elevado
(5-1000 mg/kg) [17,18] en comparacion con el de otras partes de la planta, como las hojas, su
presencia y posible aislamiento, purificaciéon y/o concentracion pueden proporcionar algunos de
los beneficios mencionados anteriormente. Por otro lado, ademas del CBD existen otros
metabolitos secundarios que estan presentes en el aceite de semilla de cafamo, los cuales

presentan distintas actividades bioldgicas, algunas de las cuales se describen a continuacion.

Terpenos: Los terpenoides son un grupo de moléculas derivadas de la ruta del mevalonato (MVA)
y se encuentran principalmente en aceites esenciales. Su presencia en el aceite de semilla de
canamo contribuye al aroma de la planta, dando notas similares al lupulo, el pino, la lima y otras
especias [30]. Los terpenos que se encuentran en mayor proporcion en el aceite de semilla de
canamo son el B-cariofileno y mirceno (740 y 160 mg/L respectivamente). La presencia de estos
compuestos en el aceite de cafamo pueden aportar propiedades antiinflamatorias,

citoprotectoras, y antioxidantes [17,31].

B-sitosterol: En el aceite de semilla de canamo, éste compuesto se encuentra en proporciones
que van de 100 a 148 mg/L [17]. Se ha reportado que este compuesto contribuye a la reduccion
de la hipercolesterolemia [17], ademas de poseer actividad antiinflamatoria y antimicrobiana
[7,17]. En este sentido, Lees et al. [32] y Mattsson et al. [33] reportaron que el B-sitosterol
presento actividad efectiva en la inhibicién de la captacion de colesterol plasmatico en el intestino

de seres humanos adultos.

Tocoferoles: El contenido de vitaminas de la semilla de cafiamo es elevado, con una prevalencia
de vitamina E. Esta vitamina puede encontrarse en forma de a, 8, d,y y tocoferol, siendo el y-
tocoferol la forma predominante en esta semilla (con proporciones de hasta 468 mg/L). Los
tocoferoles son compuestos que poseen una alta capacidad antioxidante, y se les atribuyen
distintas propiedades segun sea la forma en que se encuentran. Se ha demostrado que el y-
tocoferol es el compuesto mas efectivo contra las enfermedades coronarias [17] y puede inhibir

la peroxidacion de lipidos, reduciendo la formacion de productos mutagénicos en el intestino [34].
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La actividad biolégica de los tocoferoles se atribuye a que éstos minimizan el dafio causado por

radicales libres en el organismo gracias a su actividad antioxidante.

2.3. Actividad bioldgica

La semilla de cahamo no solo se distingue por su perfil nutricional, sino también por su contenido
de compuestos bioactivos, que tienen distintos beneficios a la salud, como son propiedades
antioxidantes, antiinflamatorias, neuroprotectoras, etc. [23]. Diversos estudios reportados en la
literatura han mostrado los beneficios a la salud que aporta el canamo [6,10,23]. Por otro lado, a
pesar de que pueden usarse distintas partes de la planta, las hojas y las semillas han sido las
mas utilizadas. Los efectos a la salud de la semilla de cainamo, se atribuyen a la presencia de
compuestos bioactivos como los mencionados en la Seccién 2.3; asimismo, estos compuestos
contribuyen a las distintas actividades biologicas de la semilla, entre las que destacan su

actividad antioxidante y antimicrobiana.

2.3.1. Antioxidante
La actividad antioxidante se refiere a la capacidad de una sustancia o compuesto para
contrarrestar el efecto de los radicales libres presentes en el medio del alimento o matriz
bioldgica. Los radicales libres, son especies quimicas altamente reactivas que pueden causar
dafios en el ADN, lipidos y proteinas, y se han asociado al desarrollo de enfermedades crénico-
degenerativas, como la carcinogénesis y la cardiopatia coronaria [22]. Existen distintas pruebas

para determinar la actividad antioxidante de una sustancia, entre las que destacan las siguientes:

Ensayo de captacion de radicales 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH+): EI| DPPHe es un radical
que se caracteriza por ser altamente reactivo. Se trata de un cromégeno de color purpura que
contiene un grupo nitroxilo que reacciona con otros compuestos para formar enlaces covalentes
[35]. El ensayo de captacién del DPPHe« se basa en la donacion de electrones de compuestos
antioxidantes que captan el radical DPPH- [35], cambiando de esta forma su color purpura a uno
amarillo claro. La intensidad del cambio de coloracién puede ser medida mediante un

espectrofotdmetro UV-vis a una longitud de onda de 515 nm.

Ensayo de capacidad antioxidante equivalente de Trolox (TEAC, por sus siglas en inglés): La
capacidad antioxidante equivalente de Trolox mide la capacidad de los compuestos antioxidantes
de prueba para eliminar o neutralizar el cation radical estable ABTSe+, el cual es un croméforo
azul verdoso [36]. En esta reaccion los antioxidantes presentes en la muestra reaccionan con el
radical, ya sea por donacién de electrones o por donacion de atomos de hidrégeno, haciendo

gue su coloraciéon cambie a un amarillo claro. La intensidad del cambio de coloracién se mide a
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734 nm y los resultados se reportan como equivalentes de Trolox (ET) [35]. El Trolox es un
compuesto analogo a la vitamina E y se utiliza como un estandar para la medicion de la capacidad

antioxidante de una muestra.

Ensayo de poder antioxidante reductor férrico (FRAP, por sus siglas en inglés): Esta técnica se
basa en la reduccién en medio acido del complejo ligando de iones férricos (Fe®*) a su forma
ferrosa (Fe?*), que posee un color azul intenso, en presencia de compuestos antioxidantes [35].
La actividad antioxidante se obtiene mediante la medicién de la absorbancia a 593 nm con un
espectrofotdmetro UV-vis, y los resultados pueden expresarse en relacion a un antioxidante
estandar como el Trolox (ET). Para el ensayo FRAP original se usa 2,4 ,6-tripiridil-s-triazina como

ligando de unién al hierro.

Reportes de actividad antioxidante en la semilla de canamo.

Como se menciond anteriormente, la semilla de cafiamo es rica en tocoferoles, compuestos a
los que se les atribuyen propiedades antioxidantes y que pueden ayudar a reducir el riesgo de
patologias causadas por el estrés oxidativo en el organismo. El tocoferol es uno de los principales
compuestos que contribuye a la actividad antioxidante de la semilla de cafhiamo. Smeriglio et al.
[22] reportaron un contenido de tocoferoles totales en la semilla de cafamo de 114 mg/kg de
aceite (Tabla 7), con mayor proporcion del y-tocoferol (91.6 mg/kg), seguido del a-tocoferol (19.7
mg/kg). Los autores también evaluaron la actividad antioxidante de las fracciones lipofilicas e
hidrofilicas del aceite de semilla de cafnamo (variedad Finola), asi como del aceite puro (Tabla
8). Como puede observarse en la Tabla 8, el aceite de semilla de cafiamo presenta mayor
actividad que las fracciones lipofilicas e hidrofilicas. En este estudio, se realizdé una extraccion de
los compuestos polares del aceite de semilla de cafamo, es por ello que la fraccién lipofilica
muestra una actividad antioxidante inferior a la del aceite en conjunto; sin embargo, se puede
observar que la fraccion lipofilica presentd mucho mayor actividad antioxidante que la hidrofilica,
lo que se atribuye a la naturaleza lipofilica de los compuestos antioxidantes con mayor poder
antioxidante, particularmente los tocoferoles.

Tabla 7. Contenido de tocoferoles en aceite de semillas de cainamo (Cannabis sativa L.) [22].

mg/kg
B-tocoferol 0.64
y-tocoferol 91.57
o-tocoferol 2.09
a-tocoferol 19.74

Contenido total 114.04
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Tabla 8. Resultados de la actividad antioxidante de aceite de semilla de cafamo [22].

Ensayo DPPH (mmoles ET/ TEAC (umoles ET/ FRAP (umoles ET/
100 g PF) 100 g PF) 100 g PF)
Aceite 146.76 + 2.840 695.2 + 45.83 3690.6 + 15.25
Fraccion lipofilica 0.125 £ 0.0037 326.1 + 33.68 2092.6 + 64.41
Fraccion hidrofilica 0.038 + 0.0032 74.2 £3.47 946+3.9

ET: equivalentes Trolox, PF: peso fresco

Por otro lado, Farinon et al. [23] reportaron que la actividad antioxidante del aceite de semilla de
canamo también puede atribuirse a las fenilpropionamidas, tales como las cannabisinas y la N-
trans-cafeoliltiramina. En resumen, el aceite de semilla de cafiamo ha demostrado tener una
excelente capacidad de estabilizacion del equilibrio 6xido-reductor en sistemas in vitro. La
concentraciéon de los compuestos antioxidantes en la semilla depende de varios factores tales
como las condiciones agronémicas y edafolégicas de cultivo, asi como las caracteristicas

fenotipicas y genotipicas de la planta de cultivo [20].

2.3.2. Antimicrobiana
La actividad antimicrobiana se refiere a la capacidad de una sustancia para inhibir o detener el
crecimiento de microorganismos como bacterias, hongos o virus. Se ha reportado que el aceite
de semilla de cdfiamo presenta actividad antimicrobiana contra bacterias, virus y hongos [17,37];
actividad que se atribuye principalmente a los cannabinoides como el cannabidiol CBD,
cannabicromeno CBC, cannabigerol CBG, Delta-9- tetrahidrocannabinol A-9-THC, y cannabinol
CBN [38] . En un estudio, Jin y Lee [39] reportaron la actividad antibacteriana de extractos
hexanicos de semilla de canamo contra la bacteria causante del acné Propionibacterium acnes.

La Tabla 9 resume algunos de los efectos antimicrobianos del aceite de semilla de canhamo.
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Tabla 9. Efecto antimicrobiano del aceite de semilla de cafiamo. El porcentaje mostrado corresponde a la
disminucion porcentual de bacterias viables.

Método de prueba Microorganismos mm de halo o % de Ref.

inhibicion

Difusion en disco Bacillus cereus 2.3-3.3 mm [40]
B. subtilis
Micrococcus luteus +
Staphylococcus aureus

S. epidermidis

Escherichia coli
Citrobacter freundii
Enterococcus faecalis 0.3-3.0 mm
Salmonella enteritidis
Serratia marcescens
Pseudomonas aeruginosa

Nanofibras a base de acetato y
con aceite de semilla de
cafamo S. aureus 85.3-90.7 % [41]

Conteo de colonias viables Propionibacterium acnes 59-99 % [39]

Como se puede observar en la Tabla 9, el aceite de semilla de cafiamo mostré un halo de
inhibicién mas pronunciado contra bacterias Gram positivas (2.3-3.3 mm de halo de inhibicion)
que contra bacterias Gram negativas (0.3-3 mm de halo de inhibicién). A partir de estos estudios,
se puede concluir que el aceite de semilla de cafiamo contiene una mezcla de compuestos
(principalmente cannabinoides y terpenos) que poseen actividad antimicrobiana. Desde el punto
de vista tecnoldégico, su aplicacién como aditivo en diferentes productos alimenticios y de indole
bioldgica puede ayudar al mantenimiento de la calidad microbiolégica y de la inocuidad de dichos

productos.

2.4. Extraccion de fitoquimicos a partir de semillas oleaginosas

Las semillas de oleaginosas son componentes vegetales que se caracterizan por poseer
compuestos de alto valor nutricional y fisioldgico, tales como acidos grasos poliinsaturados y
fitoquimicos que presentan propiedades antioxidantes y funcionales [42]. Existen distintos
métodos para la obtencion de compuestos fitoquimicos a partir de semillas; sin embargo, algunos
de ellos utilizan temperaturas altas que pueden afectar los compuestos sensibles al calor. Los
meétodos de extraccion varian de acuerdo a la matriz de interés. Para la obtencidén de compuestos
liposolubles de matrices vegetales, el prensado en frio y la extraccion con disolventes organicos

son dos de los métodos de extraccion mas utilizados.
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2.4.1. Prensado en frio
El prensado en frio es un método que permite la obtencion de aceites a partir del prensado de
semillas empleando temperaturas por debajo de 50 °C [42]. Golimowski et al. [43] evalud la
calidad de aceite de semilla de cafiamo obtenido por prensado, resaltando la importancia del uso
de bajas temperaturas y la eficiencia del prensado en la calidad del aceite obtenido. Por otra
parte, Anwar et al. [44] utilizaron este método de extraccién para la obtencién de aceite de
semillas de cafamo y obtuvieron un rendimiento de 26.9 g de aceite / 100 g de semilla. Una de
las principales ventajas de este método, es la ausencia de altas temperaturas, lo que permite
obtener un producto de alta calidad nutricional y sensorial. Sin embargo, la desventaja principal
de esta tecnologia es el rendimiento de aceite en relacion a la recuperacion total del mismo,
llegando a tener pérdidas del 5 al 20%, correspondientes al aceite que se queda en la semilla
[42]. Ademas de esto, el numero de ciclos de prensado y las altas presiones aplicadas pueden
llegar a degradar ciertos compuestos. Esto implica pérdidas econdmicas para los productores, lo
cual ha llevado a la implementacion de métodos alternativos de extraccion con el objetivo de
minimizar dichas pérdidas. Un ejemplo de estos métodos es la extraccidn con disolventes

organicos.

2.4.2. Extraccién con disolventes organicos
La extraccion con disolventes es un proceso que implica el contacto de un disolvente apropiado
con una matriz sélida, el cual disuelve y arrastra selectivamente los componentes de interés [45].
En este tipo de extraccion es importante considerar el tiempo de procesamiento, el tipo de
disolvente a utilizar, el tamafio de particula, el area de contacto, y las condiciones del proceso,
ya que de estos factores dependera la eficiencia de extraccion. Particularmente, el principal factor
para obtener un buen rendimiento del proceso de extraccién es la polaridad del disolvente y del
componente a extraer: entre mas similares sean estas polaridades mejor sera la extraccion. Otro
factor importante es la afinidad quimica del disolvente de extraccién por el soluto de interés. La
temperatura también juega un rol importante, ya que puede acelerar el proceso de extraccion;
sin embargo, altas temperaturas pueden provocar la degradacion de compuestos termosensibles

(principalmente terpenos responsables del aroma y sabor) [45].

Debido a la naturaleza no polar de los metabolitos secundarios presentes en la semilla de
canamo, tanto a nivel de investigacion como industrial se han empleado ampliamente disolventes
organicos no polares para la extraccion de aceites y sus compuestos bioactivos. Dentro de los
disolventes mas comunes usados para la extraccion de compuestos no polares se encuentran

los siguientes: n-hexano, n-heptano y ciclohexano. De entre estos disolventes, el hexano, debido
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a su alto poder de extraccion, accesibilidad, disponibilidad y bajo punto de ebulliciéon (68.7 °C),
es el disolvente mas comunmente empleado para extraccion de compuestos no polares [42]. Por
otra parte, en la extraccion con disolventes convencionales es necesario eliminar el disolvente

empleado una vez realizada la extraccion.

2.5. Métodos de separacion

Uno de los métodos de separacion mas utilizados a nivel industrial para el procesamiento
posterior a la extraccion con disolventes es la destilacidén. Esta técnica es usada principalmente
en la industria petroquimica, asi como también para la obtencidon de bebidas alcohdlicas y
disolventes [46]. Su principio de separacién estd basado en el equilibrio liquido-vapor de las
sustancias a separar y su transicién de fase. Sin embargo, dado que esta operacion involucra
altos gastos energéticos y altas temperaturas, desde hace varias décadas en el area de
Ingenieria Quimica se ha trabajado en la busqueda de nuevos métodos de separacion que sean
mas eficientes energéticamente y econdémicos. En este sentido, los procesos de separacién con
membranas presentan ciertas ventajas sobre el proceso de destilacion convencional, entre las
que se tiene que la separacién de compuestos se logra empleando temperaturas de operacion
moderadas, lo que conlleva menores gastos energéticos. Adicionalmente, la tecnologia de
membranas puede facilitar el reciclaje de disolventes en frio, lo que ayuda a reducir gastos y

favorece el desarrollo de procesos tecnoldgicos con bajo impacto ambiental.

2.6. Procesos de filtracion con membranas

2.6.1. Fundamentos de los procesos de filtracion con membranas

Una membrana de filtracion se define como una barrera fisica selectiva a la permeabilidad entre
dos fases liquidas homogéneas. Como se observa en la Figura 3, del proceso de separacion con
membranas se obtienen dos fracciones: el permeado (corriente que atraviesa la membrana) y el
retenido (corriente que no pasa la membrana). Por otro lado, la selectividad de la separacion
deseada, determinada por las propiedades quimicas del soluto y del disolvente, debe tomarse
en cuenta al definir la estructura de la membrana a utilizar. Existen 4 procesos principales de
separacion por membranas: microfiltracién (MF), ultrafiltracion (UF), nanofiltracion (NF) vy
6smosis inversa (Ol), los cuales pueden clasificarse de acuerdo a su selectividad o tamafo de
poro (Tabla 10).
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Retenido (R)

Alimentacion » Permeado (P)

Figura 3. Esquema general del funcionamiento de una membrana de filtracion.

Tabla 10. Caracteristicas generales de los procesos de filtracién por membranas.

Proceso Tamano de poro/ Peso molecular de corte  Presion (bar)
Microfiltracion 0.1-1 uym <2
Ultrafiltracion 5 kDa-500 kDa <7-8
Nanofiltracion 100-1000 Da; Rechazo Mg S04 35-99.2%

10-40
Osmosis inversa Rechazo NaCl 95-99.5% 10-40

La selectividad de una membrana depende de las caracteristicas del soluto o de las particulas
que se desean separar, y puede basarse en mecanismos como la exclusién por tamanio, las
diferencias de polaridad o carga iénica, asi como el proceso de solucion-difusién. Respecto a la
primera, la separacion de compuestos se da con base en el tamafno de poro de la membrana o
en el peso molecular de corte nominal (PMCN). Este ultimo se refiere al peso molecular de una
molécula estandar que es retenido por la membrana; es decir, en principio, moléculas con pesos
moleculares mayores que el PMCN son retenidas por la membrana. El segundo mecanismo se
basa en el rechazo de iones como NaCl o MgSOQ, y aplica para el proceso de ésmosis inversa.
Asimismo, el proceso de separacién por solucion-difusion (NF y Ol), se refiere a la disolucién y
difusion de las sustancias a través del polimero que conforma la membrana. Para que este
transporte ocurra de manera eficiente, es necesario aplicar presiones elevadas, en un rango de
30 a 100 bar, las cuales ayudan a vencer la resistencia al paso a través del material polimérico
[47]. En este proceso, la afinidad quimica del soluto y del disolvente con la membrana es de gran

importancia.
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2.6.2. Clasificacion de las membranas de acuerdo a su material y estructura

Las membranas pueden clasificarse segun el material del que estan fabricadas en membranas
poliméricas y de ceramica. Las membranas poliméricas, como su nombre lo indica, estan hechas
a partir de polimeros. En la Tabla 11 se presentan algunos de los polimeros mas utilizados en la
fabricacion de membranas. Las membranas de ceramica en su mayoria estan elaboradas de
oxidos de metales (Tabla 11); este tipo de membranas, a diferencia de las poliméricas pueden
trabajar a altas temperaturas.

Tabla 11. Principales tipos de membranas de acuerdo a su material de constitucion y materiales de
empleados en su fabricacion [47].

Poliméricas Ceramica
Naturales modificados Sintéticos Inorganicos
Acetato de celulosa Poliamida Oxido de zirconio Alumina
Acetobutirato de celulosa Polisulfona Oxido de titanio
Nitrato de celulosa Polimeros de vinilo Polifurano

Policarbonato
Polietileno
Polipropileno
Poliétersulfona
Polihidantoina
Sulfuro de polifenileno
Caucho de silicona
Nailon

Por ofra parte, de acuerdo a su estructura, las membranas se clasifican en integrales y
compuestas. Las primeras, se caracterizan por tener una composicién homogénea, es decir,
estdn elaboradas de un solo material, mientras que las membranas compuestas estan
elaboradas de distintos materiales. Asimismo, en funcién de su distribucion de poros a lo largo
del espesor de la membrana, las membranas pueden ser simétricas (distribucion de poros
uniforme) o asimétricas (distribucién de poros no uniforme) como se ve en la Figura 5. Es
importante mencionar que la mayoria de los materiales convencionales indicados en la Tabla 11
estan limitados a aplicaciones con sistemas acuosos, que son los mas ampliamente usados a
nivel industrial. Sin embargo, en las ultimas dos décadas ha habido investigacion importante
relativa al desarrollo de materiales de membranas resistentes a disolventes organicos. En la

Figura 4 se resumen distintas clasificaciones de las membranas.
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— Ceramica: Compuestas de 6xidos metalicos

— Material —]
— Polimérica: Compuestas de polimeros
Simétricas: Uniforme
Membranas — T Distribucién __|
de poros . .
— Asimétrica: No uniforme
Compuestas: Un material
Estructura —|

Integral: Varios materiales

Figura 4. Clasificacion de membranas en funcién de su material, distribucién de poros y estructura [48].

Membranas simétricas

Porosa No porosa Cargada

Membranas asimétricas

s

3 O§5¢%’-Q

Membrana Membrana asimétrica con capa

asimétrica selectiva

Figura 5. Clasificacion de membranas en funcion de su distribucion de poros a lo largo del espesor de la
membrana [49].

19



Por otra parte, las membranas de nanofiltracion resistentes a disolventes organicos se fabrican
con materiales que resisten a distintos disolventes organicos. En general, los materiales
empleados para estas membranas son de caracter hidrofébico. Para este fin, se han desarrollado
membranas ceramicas y poliméricas con materiales resistentes a estos disolventes. Los
materiales de fabricacion de las membranas poliméricas resistentes a disolventes organicos
pueden clasificarse en elastoméricos y vitreos. Los materiales elastoméricos abarcan caucho de
silicona (PDMS) y poliuretanos. Normalmente se trata de membranas compuestas, en donde el
elastémero constituye una capa “densa” ultrafina. Esa capa se le llama capa activa o capa
superficial (skin layer) y es la que le da selectividad a la membrana. Por debajo de la capa activa
se encuentra un soporte polimérico poroso. Los materiales vitreos: incluyen poliamidas,
poliimidas y polisulfonas. Las membranas fabricadas con estos materiales generalmente son
“‘integrales” (integral skinned), y estan constituidas por una capa selectiva asimétrica nanoporosa
del material polimérico. A continuacién, en la Tabla 12 se presentan algunos de los materiales
mas empleados en la fabricacion de membranas poliméricas resistentes a disolventes organicos
poliméricas [50].

Tabla 12. Materiales poliméricos utilizados para la fabricacion de membranas resistentes a disolventes
organicos [50].

Polimero Estructura
CH;—CH
Poliacrilonitrilo (PAN) T C|EN ]
Matriz de poliimida (PI) >L \ : : : (@—Q:
Poliimida (PI) P84 >\ N u a “

= /<H } - S\\ )L N /(ﬂ ‘/‘io‘\;
N‘?/l # ‘ > \\<Ng®7w; 4 “)/O Q\{'iﬁk/

Polianilina (PANI) {\_ "~ _ - }

Polibencimidazol (PBI)

20



. , ]L( VYOO OO~
Polisulfona (PSf)+ éter cetona T\ NS\ S — S\
PST " -

polisulfonada

CHs
Polipropileno (PP) M

n

2.6.3. Configuraciones de flujo
Los modos de operacién de los procesos de membrana de acuerdo al flujo de la alimentacién se
clasifican de manera general en dos: flujo normal y flujo tangencial. A continuacion, se describen

ambas configuraciones de flujo y su aplicacién en procesos de separacion.

Flujo normal. En esta configuracion, el flujo de alimentacion es perpendicular a la superficie de
la membrana (Figura 6), por lo que las particulas retenidas se acumulan en la superficie,
promoviendo la formacion de una capa de solido retenido, llamada gel. Este tipo de configuracion
promueve el taponamiento de la membrana, por lo que la velocidad de permeado se ve afectada
a medida que la acumulacion de sélidos aumenta, hasta llegar a un flujo muy bajo o nulo. Debido
a lo mencionado anteriormente, la configuracion normal sélo se usa de forma preliminar para

evaluar la selectividad y eficiencia de la membrana [47].

Alimentacion

@ O.
O.. .O o ® .O

® o .O ® O * Retenido

® o ® o ®
o O @ . O. ® o
e °®
Permeado

Figura 6. Esquema de la configuracién de membranas en modo de flujo normal.
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Flujo tangencial. En esta configuracion de flujo, la corriente de alimentacion fluye de forma
tangencial o paralela a la superficie de la membrana [47]. La configuracion tangencial evita la
formacion de geles y favorece el flujo turbulento que evita la deposicion de sélidos en la superficie
de la membrana (arrastrandolas en la corriente de alimentacion), y de esta forma previene el
taponamiento de la membrana. Asimismo, las corrientes de flujo tangenciales previenen la
formacion de gradientes elevados de concentracion de solutos cerca de la membrana, evitando
de este modo el fendbmeno conocido como “polarizaciéon de la concentracidon” que causa
reduccion en el flux de permeado. Esta configuracion es la que se utiliza en los procesos
industriales para obtener altos volimenes de procesamiento. Adicionalmente, es comun en los
procesos de membrana de flujo tangencial, la utilizacién de una configuracion de recirculacion
(Figura 7). En esta configuracion se tienen dos corrientes de flujo: el permeado que corresponde
a la fraccién que atraviesa la membrana, y el retenido, el cual no atraviesa la membrana. Esta
ultima corriente se recircula al tanque de alimentacion, haciéndolo pasar nuevamente por la

membrana por medio de una bomba de desplazamiento positivo.

o
Alimentacién ® ® O O ® Retenido

O ¢ @ O
—— Q= o8, $0%. %"

Membrana
e ©° [ } ( J
O ®e 0" ® e
o o
° L °
®
o O °
Permeado

Figura 7. Esquema de configuracién de membranas en modo de flujo tangencial y de recirculacion del

permeado.
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Diafiltracion. La diafiltracion es un proceso que consiste en la adicion de disolvente fresco al
tanque de retenido para incrementar la recuperacion de los compuestos presentes en el
permeado o para purificar parcialmente la fraccion del retenido (remocién de impurezas). Los
compuestos removidos son aquellos que tienen un peso molecular de corte de la membrana,
mientras que los de mayor peso se retienen [51]. Este proceso puede llevarse a cabo ya sea en
modo continuo (Figura 8a) o en modo lote (Figura 8b). En el primer caso, el disolvente es afadido
de forma continua al tanque de alimentacion, mientras que en el segundo, el retenido en el tanque
de alimentacién es mezclado con disolvente nuevo en una sola adicion [52]. Asimismo, la
diafiltracién se puede implementar en modo de un proceso intermitente, en el que se va

afiadiendo disolvente fresco al tanque de alimentacion en intervalos de tiempo definidos.

Disolvente

N

a)

b)

Retenido
Disolvente
Retenido
—>
- - e A\ 4 > //
Alimentacion Alimentacion
Permeado
RN >
Permeado

Figura 8. Proceso de diafiltracion con membranas. a) modo de operacion por lote; b) modo de operacion
continuo [52].
2.6.4. Parametros de los procesos de membrana
A continuacién, se describen los parametros que permiten caracterizar los procesos de
membrana, tanto por su selectividad, como por su rendimiento volumétrico. Estos parametros
son importantes para definir si una membrana puede ser usada para una aplicacion particular de
manera efectiva, y también para realizar el escalamiento de un nivel laboratorio o piloto a

industrial.
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Flux de permeado (L/m?h). Se refiere al volumen de permeado que pasa por la membrana por

unidad de area por unidad de tiempo [51]. Se calcula como indica la siguiente ecuacion:

J=7 (0

donde:

J: Flux del permeado (L/m?h);

Vp: Volumen de permeado a través de la membrana (L);

An: Area superficial de la membrana (m?);

t: Tiempo que tarda en permearse cierto volumen de alimentacion (h).

Factor de rechazo (%). Este parametro indica la capacidad de la membrana para separar distintas
particulas o especies quimicas o de particulas en las fracciones del permeado y del retenido. A
mayor rechazo de un componente i, éste es retenido en mayor proporcién por la membrana [51].

Se calcula como sigue:

C .
R = (1 - C—’”) % 100; (2)

Ri
donde:

R;: Porcentaje de rechazo del componente i;
Cpi: Concentracion de soluto i en el permeado;
Cri: Concentracion de soluto i en el retenido.

Factor de concentracion volumétrico (FCV). Indica la disminucion del volumen de la alimentacion

o la cantidad de volumen filtrado, y se calcula mediante la siguiente ecuacion:

FCV—Vi' 3

donde:
Vi: Volumen inicial;
Vr: Volumen final del retenido.
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Factor de concentracion del componente i (FC)). Hace referencia a la concentracion de los solutos
de interés en las fracciones del retenido y del permeado en relacion con la corriente de

alimentacion. Se calcula como sigue:

Cr;
fi
L C0l ( )

donde:

Csi: Concentracion final del soluto i de interés;
C.i: Concentracion inicial del soluto i de interés;
i: Componente o soluto de interés.

Volumen de diafiltracion (VD). Se define como el volumen total de disolvente afiadido en la
diafiltracion dividido entre el volumen de retenido [53]. Regularmente se expresa como numero

de volumenes de diafiltracion.

VD = —; (5)

SIS

donde:
Vp: Volumen de disolvente fresco afadido;

Vs: Volumen de retenido.

2.7. Procesos de nanofiltracidn para refinacion de aceites

La nanofiltracién es una operacion de separacion que puede considerarse como un proceso
intermedio entre la ultrafiltracion y la ésmosis inversa, y se ha utilizado para concentrar o purificar
soluciones diluidas tanto acuosas como organicas. El principio de separacién de las membranas
de nanofiltracion se basa en la selectividad de la membrana hacia la separacion o rechazo de un
soluto de interés particular. Esta selectividad se ve afectada por las caracteristicas del soluto y
las propiedades de la membrana, tales como su polaridad, factor de rechazo y peso molecular
de corte. El mecanismo de transporte en este tipo de membranas es de solucién-difusion a través
de la capa activa de la membrana, que se asume que es densa o0 no porosa. En un inicio las
membranas de nanofiltracion sélo eran usadas en sistemas acuosos principalmente para el
tratamiento de agua y sistemas acuosos; sin embargo, con el paso del tiempo surgieron

membranas de nanofiltracion resistentes a disolventes organicos que permitieron el desarrollo
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de diversas aplicaciones, entre las que destacan su uso en el proceso de refinacion de aceites

vegetales comestibles.

Por otra parte, para que un aceite vegetal sea de mayor calidad, debe ser sometido a un proceso
de refinacion, cuyo objetivo es eliminar los compuestos que afectan la calidad del mismo, ya que
estos compuestos generan sabores indeseables y olores desagradables que pueden afectar no
solo sus propiedades sensoriales, sino también la estabilidad del producto. El proceso de
refinacion del aceite consiste en 4 etapas generales [54]: desgomado. es la eliminacion de
fosfolipidos y algunas gomas presentes en el aceite; blanqueo , hace referencia a la eliminacién
de pigmentos, peroxidos y residuos de acidos grasos y sales; desodorizado, es la eliminacién de
olores y sabores indeseados; y neutralizacion o desadificacion, consiste en la eliminacién de los

acidos grasos libres, fosfolipidos y clorofilas.

El proceso convencional de refinacion de aceite requiere altos costos energéticos, ademas de la
emision de contaminantes en el ambiente. Es por ello, que, en la busqueda de procesos mas
eficientes y sostenibles, las membranas de nanofiltracion resistentes a disolventes organicos,
son una alternativa. En este sentido, se ha reportado el empleo de membranas de nanofiltracion
resistentes a disolventes organicos para las operaciones de desgomado, neutralizado y blanqueo

como parte del proceso de refinacion de aceites comestibles [55].

2.7.1. Nanofiltracion con membranas resistentes a disolventes organicos (OSN).
El proceso de nanofiltracion en un inicio era usado sélo para tratamientos con agua o corrientes
acuosas; sin embargo, en la busqueda por la aplicacién de esta tecnologia a procesos con
disolventes organicos, se ha logrado actualmente el de la nanofiltracibn con membranas
resistentes a disolventes organicos (OSN, por sus siglas en inglés: organic solvent nanofiltration).
Esta es una tecnologia relativamente nueva para la separacién y purificacion de compuestos
organicos a nivel molecular, teniendo como ventaja adicional la recuperacion de disolventes en
los procesos quimicos en general (disminuyendo los tiempos de evaporacién) [56]. Como se
menciond en la seccién 2.6.2 estas membranas son fabricadas con materiales resistentes a
distintos disolventes organicos, lo que ayuda a resolver la limitante que presentan los sistemas
de filtracion acuosos, permitiendo mayor variedad de aplicaciones. Entre los usos recientes de
las membranas resistentes a disolventes organicos se ha reportado la eliminacién de fosfolipidos
(descerado), desacidificacion, desodorizacién y decoloracién de aceites vegetales en la industria
de aceites comestibles [56,57]; asimismo, se ha investigado la fabricacion de membranas

capaces de recuperar disolventes organicos a partir de procesos quimicos [57].
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2.7.2. Refinacion de compuestos bioactivos usando membranas de
nanofiltracion resistentes a disolventes organicos

Los procesos de refinacién de compuestos organicos convencionales se ven limitados por los
altos costos energéticos y numero de etapas, ya que involucran tratamientos térmicos a altas
temperaturas por tiempos prolongados. El empleo de la tecnologia OSN es util en el proceso de
refinacion de aceites vegetales en donde el uso de disolventes organicos para extraccién es
recurrente. Asimismo, estas membranas son ideales para su aplicacion en procesos de la
industria de sintesis organica, en la industria farmacéutica, biotecnolégica y de productos
quimicos de especialidad, llamados “fine chemicals”. En relacion a la aplicacion de membranas
OSN para la refinacién de aceites vegetales para la obtencion de compuestos de alto valor
agregado, Sereewatthanawut et al. [51] reportaron el uso de membranas de nanofiltracion OSN
para el enriquecimiento de aceite de salvado de arroz con y-orizanol, el cual es un compuesto
que se caracteriza por ser un antioxidante natural, y que sufre pérdidas de hasta el 90% durante
los procesos de refinamiento convencionales. El trabajo consistio en las siguientes etapas: i) la
determinacion de la solubilidad del y-orizanol en distintos disolventes organicos; ii) la extraccion
de aceite de salvado de trigo de arroz usando hexano y acetato de etilo; iii) la refinacién del aceite
obtenido por medio de OSN (Figura 9); iv) la determinacién de la actividad antioxidante del aceite

enriquecido con y-orizanol por el método del DPPH.
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Figura 9. Proceso de refinacion usando membranas de nanofiltracion resistentes a disolventes organicos
[51].

Para la obtencion y refinamiento del aceite, los autores utilizaron un equipo de nanofiltracion
(MET cell) con celdas de flujo tangencial (Figura 10). Este sistema tiene una capacidad de

alimentacion de 800 mL y puede ser operado con 2 a 5 celdas de flujo cruzado conectadas en
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serie. Ademas, cuenta con una bomba de engranajes que permite la recirculacion del flujo
tangencial a través de las celdas de filtracion. En dicho trabajo se usaron 2 series de membranas
Starmem y Duramem las cuales fueron seleccionadas segun su peso molecular de corte nominal.
El extracto se permed por las membranas previamente acondicionadas, bajo las presiones de
operacion especificas (5-30 bar) y finalmente se llevé a cabo la recoleccion de las fracciones del

proceso (permeado y retenido).

-D-l-q Regulador de presién

BombaHPLC

Recipientede
alimentacién

Bomba de
recirculacion

®

Muestreo
del
retenido

Calentamiento

r et nn g ran s s ran s e

| XIFXI r%

v v v v v

Muestreo del permeado

Figura 10. Equipo de nanofiltracién (MET cell) con celdas de flujo tangencial [51].

Al inicio del proceso el aceite contenia un 1% de y-orizanol, 90% de glicéridos (triglicéridos,
diglicéridos y monoglicéridos) y 5% de acidos grasos libres. Al finalizar el proceso de refinacion,
estos ultimos se eliminaron alcanzando concentraciones minimas (< 0.2% p/p). Respecto al
contenido de y-orizanol, el aceite de salvado de arroz generalmente presenta concentraciones
entre 1 y 1.4%, el cual se ve afectado tras el procesamiento de refinacién convencional

disminuyendo su contenido hasta un 0.15%. Con el proceso de refinacién por membranas de
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nanofiltracion OSN los autores obtuvieron una concentracion de y-orizanol del 4.1% en el aceite
final, lo que indica la efectividad de este proceso para la concentracién de compuestos de interés
nutracéutico o farmacéutico. Adicionalmente, el aceite refinado incrementd su actividad
antioxidante mas del doble, lo que indica una mejora considerable en relacién al aceite crudo
[51].

En otro trabajo, Peev et al. [58] usaron membranas OSN para la concentracién de acido
rosmarinico a partir de extractos etanodlicos de toronjil (Melissa officinalis). En el estudio los
autores realizaron un proceso de extracciéon con CO- super critico, y posterior a ello, el extracto
fue procesado por membranas OSN (Duramem) con un peso molecular de corte de 200, logrando
alcanzar concentraciones de 15 a 19 g/L de dicho compuesto (3 veces mayor que la
concentracién de acido rosmarinico en la alimentacion). En un estudio similar, Peshev et al. [59]
llevaron a cabo la concentracién de extractos de romero (Salvia rosmarinus) con acido
rosmarinico usando membranas OSN. Con este proceso, a partir de una concentracion inicial de
0.118 g/L, los autores reportaron que se alcanzé una concentracion final de 0.346 g/L (~ 3 veces

mas), ademas de obtener una mayor actividad antioxidante en el concentrado.

De acuerdo a lo anterior, se puede confirmar que la tecnologia de nanofiltracién con membranas
OSN constituye una herramienta util para la refinacion de aceites, asi como también para la
concentracién y purificacion de compuestos organicos de interés, disminuyendo el gasto
energético y siendo amigable con el ambiente. Es por ello que, con base en los antecedentes
mencionados anteriormente, en el presente trabajo de investigacidén se propone la extraccion y
refinacion del aceite de semilla de canamo usando membranas de nandfiltracién resistentes a
disolventes organicos con la finalidad de obtener fracciones concentradas de compuestos no

polares con posible actividad biolégica.

2.8. Fundamentos de analisis quimico proximal

La determinacion de la composicion proximal de cualquier producto alimenticio permite conocer
las caracteristicas de los alimentos, productos biolégicos, y sus componentes. Para obtener
resultados confiables del analisis, se debe seleccionar la técnica a utilizar de acuerdo al tipo de
matriz de estudio. Las determinaciones proximales que se consideran de manera convencional
son las siguientes: humedad, cenizas, grasas, proteina, fibra dietética y carbohidratos. A

continuacion, se describiran los fundamentos de estas técnicas.

Humedad: La humedad esta relacionada con el contenido de agua que posee un alimento, y ésta

puede encontrarse en dos formas: agua ligada, la cual interacciona con los componentes de la
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matriz mediante puentes de hidrogeno o enlaces de tipo idnico; y agua libre, la cual no esta unida
a la matriz y puede perderse por evaporacion. Existen 3 métodos para la determinacion de
humedad: secado en estufa, destilacion y procedimientos instrumentales; sin embargo, el mas
aplicado es el de secado en estufa por tratarse de una técnica que es ademas de precisa,
relativamente simple y barata. Este método se basa en la pérdida de agua libre tras someter la

muestra a temperaturas superiores a 100 °C, normalmente 105 °C [AOAC 925.05].

Proteinas: La mayoria de los métodos para la determinacién de proteinas se basan en la
cuantificacién de nitrégeno. Sin embargo, no todo el nitrégeno que se cuantifica corresponde al
contenido proteico, y es por ello que se utilizan factores de conversion que permiten conocer de
manera aproximada el contenido de nitrégeno proteico. El método mas usado para realizar esta
determinacion es el de Kjeldahl. Este método consta de 3 pasos [60]: i) Digestion: se emplea una
solucion de HCI y un catalizador para oxidar la materia organica a CO.y agua, transformando el
nitrégeno proteico en ion amonio NH4"; ii) Destilacion: la muestra digerida se trata con una
solucion alcalina de NaOH en exceso, con lo que se forma amoniaco (NH3), el cual es destilado
subsecuentemente. A la solucion destilada se le afiaden indicadores y acido boérico, que
promueve la formacion de borato de amonio (NH4-BO,); iii) Titulacion: El borato de amonio es
valorado usando una solucién estandarizada de acido clorhidrico (HCI). Asi, cada equivalente de

HCIl usado corresponde a un equivalente de NHs.

Grasa: Para la determinacion del contenido total de grasas, se utilizan disolventes organicos para
extraer dichos componentes, dada la naturaleza hidrofébica de estas moléculas. El método mas
usado para esta determinacion de grasa total es el Soxhlet, el cual consiste en una extraccion de
grasas con éter de petrdleo o hexano. En esta técnica, un cartucho de celulosa es colocado con
la muestra en el tubo extractor del equipo Soxhlet. Posteriormente se usa calentamiento a altas
temperaturas con reflujo del disolvente organico para arrastrar las grasas de la muestra hasta el
matraz balén. A partir de esto, en el equipo se realizan los siguientes procesos: caida del
disolvente sobre muestra, acumulacién en el aparato de extraccién y descarga, y evaporacion
del disolvente [60].

Fibra dietética: Segun la NOM-043-SSA2-2005, la fibra dietética se define como la parte
comestible de las plantas o hidratos de carbono analogos resistentes a la digestién por las
enzimas del tracto gastrointestinal humano. El método gravimétrico usado para la determinacién
de fibra se basa en simular un proceso digestivo, afiadiendo agentes quimicos o enzimaticos que
hidrolizan la materia digerible. Posterior a esto, se lleva a cabo un proceso de filtrado, mediante

el cual se recuperan los residuos insolubles que corresponden a la fibra dietética y minerales
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[60]. Estos residuos son secados e incinerados, siendo la fibra dietética la diferencia entre el

residuo seco menos las cenizas.

Cenizas: Las cenizas son el residuo inorganico que queda después de incinerar la materia
organica de la muestra. La determinacion de cenizas consiste en someter la matriz a
temperaturas superiores a 500 °C por un tiempo aproximado de 24 h, lo que causa la pérdida de
agua y la degradacion de la materia organica a CO» y NO2. Los minerales, que corresponden al
material remanente de la incineracién, estan presentes en las cenizas en forma de 6xidos,
fosfatos, silicatos y cloruros, segun sea la composicion de la matriz analizada. De acuerdo a esto,
esta prueba es indicadora del contenido de minerales y de materia inorganica presente en la

muestra bioldgica [60].

Carbohidratos: Los carbohidratos son biomoléculas compuestas por carbono (C), hidrogeno (H)
y oxigeno (O). Estos se clasifican segun sea el numero de unidades de azucares que los
componen en: monosacaridos, disacaridos, oligosacaridos y polisacaridos. Dentro de los mas
comunes en el reino vegetal se encuentran los azucares simples (mono y disacaridos), el
almidon, la celulosa, la hemicelulosa y las pectinas. Un método comun para la determinacion de
carbohidratos es su estimacién a partir del extracto libre de nitrogeno (ELN), que se calcula como

la diferencia del 100% menos la suma de los macronutrientes restantes [60]:

ELN = 100% — (Humedad + Cenizas + Proteinas + % Grasa + % Fibra dietética);
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3. MARCO CONCEPTUAL

3.1. Justificacion

Actualmente existen distintas patologias que afectan al ser humano, entre las que destacan las
enfermedades crénico-degenerativas, que afectan de manera negativa la calidad de vida de la
poblacion en el mundo, causando un aumento de la morbilidad y mortalidad. En los ultimos afos
el consumo de productos de origen natural que aportan un beneficio a la salud ha ido
incrementando, asi como la busqueda de fuentes innovadoras para la obtencién de compuestos
con actividades biolégicas terapéuticas o preventivas. Debido a su composicion nutricional y
funcional, la semilla de cafamo ha demostrado tener un gran potencial para el desarrollo de
nuevos alimentos funcionales y productos de tipo nutracéutico. En particular, uno de los
principales productos de alto valor nutricional y funcional que puede obtenerse a partir de esta
semilla es su aceite, ya que en la literatura cientifica se ha reportado que éste tiene un alto
contenido de tocoferoles, conocidos por su alto poder antioxidante, ademas de otros compuestos

tales como cannabinoides, acidos grasos poliinsaturados, fitoesteroles y sesquiterpenos.

Por otra parte, el método de extraccion influye determinantemente en el rendimiento y la calidad
de los compuestos obtenidos en el producto final. Los métodos convencionales para la refinacion
de aceites, involucran procesos como la evaporacién y la destilacién, métodos que pueden
provocar la disminucién o pérdida total de compuestos bioactivos termolabiles, ademas de que
estos procesos conllevan altos costos energéticos, pérdida de disolventes o alto costo de
recuperacion de los mismos [51]. Una de las ventajas del empleo de tecnologias de membranas
para la refinacion de aceites, particularmente el proceso de nanofiltracién, es que éstas permiten
la disminucién del volumen de evaporacion del extracto inicial, disminuyendo tiempos de
evaporacion, lo que hace que el proceso de separacion sea mas eficiente que los procesos
térmicos intensivos mencionados anteriormente con respecto a los costos de operacién y gastos
energéticos. Asimismo, dado que los procesos de membrana se realizan a temperaturas
moderadas, se disminuye considerablemente la pérdida de compuestos termosensibles durante

la operacion de separacion.

Con el desarrollo de este proyecto se pretende promover el aprovechamiento de la nanofiltracion
como un proceso eficiente en términos de separacidén, con menor consumo energético y baja
generaciéon de residuos, contribuyendo asi a un enfoque mas sustentable en la obtencion de

compuestos bioactivos a partir del aceite de cafiamo.
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3.2. Originalidad

Los métodos comunes empleados en la refinacion de aceites comestibles se basan
principalmente en tratamientos térmicos como evaporacion y destilacién convencional o de
recorrido corto, que implican altos gastos energéticos y costos de operacion, asi como elevado
consumo de disolventes. Como se menciond en la seccidn anterior, en este proyecto se pretende
usar la tecnologia de membranas de nanofiltracion resistente a disolventes organicos (OSN), ya
que esta técnica novedosa permite llevar a cabo el proceso de refinacion del aceite de cafiamo
sin la pérdida de compuestos termolabiles. A partir de la revision bibliografica realizada, se puede
concluir que a pesar de que la nanofiltracién con disolventes organicos ha sido aplicada en el
proceso de refinacion de aceites, hasta el momento no se ha reportado el uso de esta tecnologia
en la refinacién del aceite de semilla de cafamo. Los trabajos mas relevantes que se han
documentado en relacion al empleo de esta tecnologia en procesos de extraccion de compuestos
bioactivos de interés en fases lipofilicas han sido reportados por el grupo de investigacion del Dr.
Andrew Livingston en el Imperial College London. Sereewatthanawut et al. [51] usaron la
nanofiltracion con disolventes organicos para el refinamiento de aceite de salvado de arroz y la
concentracion de y-orizanol. Los autores trabajaron con membranas OSN y sus resultados
mostraron un contenido de y-orizanol muy superior (4.1%) al que queda después de la refinacion
convencional (0.15%), ademas de haber disminuido la cantidad de acidos grasos libres presentes

en el aceite (<0.2%).

Asi mismo Peev et al. [58] usaron membranas OSN para la concentracion de acido rosmarinico
a partir de extractos etandlicos de toronijil, logrando concentrar el extracto inicial con el compuesto
de interés 3 veces mas. Por otra parte, en un trabajo similar, Peshev et al. [59] llevaron a cabo
la concentracidén de extractos de romero con acido rosmarinico empleando la tecnologia OSN.
Los autores reportaron la obtencion de un extracto rico en acido rosmarinico, con una mayor
actividad antioxidante que el extracto crudo. De acuerdo a la revision de la literatura cientifica
realizada, al momento no se ha reportado el uso de la nanofiltracion con disolventes organicos
para el procesamiento de aceite de semilla de cafnamo, por lo que se puede afirmar que los

objetivos del presente proyecto son originales en el campo de la ciencia y de la técnica actual.

3.3. Objetivos
3.3.1. Objetivo general

Extraer el aceite de semillas de cafiamo (Cannabis sativa L.) mediante disolventes organicos

no polares y refinar el extracto empleando nanofiltracidn con membranas resistentes a
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disolventes organicos, asi como, evaluar la actividad antioxidante y antimicrobiana de los

compuestos bioactivos liposolubles presentes en las diferentes fracciones del proceso.

3.3.2. Objetivos especificos

1. Determinar la composicién quimica proximal de semillas de cafiamo.

2. Establecer las condiciones de operacion para la extraccion de compuestos liposolubles
presentes en semillas de canamo mediante disolventes organicos, y comparar su eficiencia
con la obtenida a través del método Soxhlet.

3. Separar y refinar los compuestos liposolubles presentes en semillas de canamo usando
membranas de nanofiltracion resistentes a disolventes organicos.

4. Evaluar la actividad antioxidante mediante el método DPPH y la actividad antimicrobiana
mediante el método de difusion en disco de las fracciones obtenidas por nanofiltracion, y

comparar estos resultados con las actividades del aceite crudo.

3.4. Metas

Metas para el Objetivo especifico 1:

1.1 Determinaciéon de humedad en semilla de cafiamo siguiendo la metodologia 925.5 de la
AOAC.

1.2 Cuantificacion de proteinas de semilla de cafiamo basada en el método de digestién micro
Kjeldahl de la NMX-F-089-S-1978.

1.3 Determinacion de grasas en semilla de cafiamo por el método de Soxhlet de la NMX-F-089-
S-1980.

1.4 Determinacion de fibra cruda en semilla de cafiamo siguiendo la metodologia de la NMX-F-
090-S-1978.

1.5 Determinacion de cenizas en semilla de cafiamo siguiendo la metodologia 923.03 de la AOAC

Metas para el Objetivo especifico 2:

2.1 Eleccion del disolvente de extraccién para la obtencion del aceite de semilla de cafiamo.
2.2 Evaluacién de tiempos y eficiencias de extraccion para la obtencion del aceite de semilla de

canamo usando extraccion sélido-liquido por disolventes organicos de varias etapas.

Metas para el objetivo especifico 3:

3.1 Determinacién de la selectividad de las membranas en configuracion de flujo normal para las
diferentes etapas de nanofiltracion, mediante la evaluacion de los parametros de

nanofiltracion con membranas resistentes a disolventes organicos (OSN).
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3.2 Refinacion del aceite de semilla de canamo empleando diferentes etapas del sistema de

filtracion por membranas OSN en modo tangencial.

Metas para el Objetivo especifico 4:

4.1 Determinaciéon de actividad antioxidante de las fracciones obtenidas del proceso de
nanofiltracion OSN del aceite de semilla de cafnamo por el método de captacion del radical
DPPH.

4.2 Evaluacion de la actividad antimicrobiana de las fracciones obtenidas del proceso de
nanofiltracion del aceite de semilla de cafiamo en los patégenos de alimentos L.

monocytogenes, S. typhi, y E. coli enteropatogénica mediante el método de difusién en disco.
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4. METODOLOGIA

El siguiente esquema (Figura 11) presenta las etapas principales del proyecto de tesis

desarrollado.

[ Semilla de cafiamo ]

|
2 y

[ Analisis proximal ] [ Extraccion de aceite ]

A 4

Aceite de semilla de ]

canamo
]

Concentracion usando

nanofiltracion con

disolventes organicos

A

Determinacion de Determinacion de actividad

actividad antioxidante antimicrobiana

Figura 11. Esquema de la metodologia general desarrollada en el presente proyecto.
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4.1. Adquisicién de las semillas de canamo y pretratamiento de la

muestra

La semilla de canamo sin cascara marca Okko de origen chino, fue adquirida en la plataforma
digital Amazon en marzo del 2023, y fue transportada al Laboratorio de Bioprocesos en la
Universidad Tecnoldgica de la Mixteca, en donde se almacend en condiciones de oscuridad y
bajo refrigeracion a 4 °C en un empaque hermético. La semilla fue acondicionada mediante un
proceso de secado y molienda para su uso en las pruebas proximales y de extraccion, segun se
describe a continuacion. La semilla de cafnamo sin cascara fue secada a 50 °C durante 24 h en
una estufa de secado (Luzeren, China) y posteriormente fue molida en una licuadora casera. La
semilla molida fue pasada por un tamiz N° 16 (tamafio nominal de particula de 1.19 mm) y

almacenada bajo refrigeracion a 4 °C y en oscuridad hasta su uso posterior.

4.2. Caracterizacion proximal de la semilla de cahamo

Humedad: Se siguio la metodologia descrita en el método 925.5 de la AOAC. Se coloco 2 g de
semilla molida en una charola de aluminio previamente pesada, la cual se llevd a una estufa de
secado a 105 °C hasta llegar a peso constante (aproximadamente 5 h). El porcentaje de

humedad se calcul6 de la siguiente manera:

Pms

P —
% de humedad = 100 * ————; (6)

donde:
Pi: Peso de la muestra inicial (g);
Pms: Peso de la muestra seca (g).

Proteina cruda: Se siguio el método descrito en la norma NMX-F-068-S-1980 modificado con
acido bérico. Se peso 0.15 g de semilla seca y desengrasada, después de lo cual la semilla se
incorporé a un matraz de digestion. En seguida se adicionaron 0.04 g de sulfato de cobre
pentahidratado, 1.3 g de sulfato de potasio y 2.5 mL de H,SO. concentrado. Como blanco se
consider6 un matraz sin muestra. El matraz se colocé en el equipo digestor micro-Kjeldahl con la
boquilla dentro del colector de humos en una campana de extraccién. La temperatura de la
parrilla se incrementd gradualmente, mientras que el matraz se mantuvo en rotacion lenta para
digerir completamente la muestra. Cuando el proceso de digestion finalizd, se observé un cambio
de color de la disolucién de negro a azul verdoso claro. El matraz se dejé enfriar y a este se le

anadio 15 mL de agua destilada agitando para disolver los solidos formados. Posteriormente se

37



colocé la muestra digerida en el equipo de destilacién micro-Kjeldahl y se le adicioné 10 mL de
solucion de NaOH al 50% (p/v). La solucion se destild, incorporando el vapor destilado en 5 mL
de solucion de acido borico al 4% (p/v) con indicador Rojo de Metilo hasta alcanzar un volumen
de 40 mL. El destilado fue valorado con una solucién de HCI 0.10 N, hasta que se obtuvo un
cambio de color similar al del blanco (rojo-morado). El contenido de nitrégeno total se calculé de

la siguiente manera:

V, — Vo) (N
% de nitrégeno = 100 (”13&(0.014) ; (7)

i

donde:

Vy: Volumen gastado en la valoracién de la muestra;

Vp: Volumen gastado en la valoracion del blanco;

N: Normalidad de la solucién acida estandar;

Pi: Peso de la muestra inicial (g).

Asimismo, el porcentaje de proteina cruda total, se calculd con la siguiente ecuacion:
% de proteina = % de nitrégeno X 6.25; (8)

Se utilizo el factor de conversion 6.25

Grasa cruda: Se siguid la metodologia descrita en la norma NMX-F-089-S 1978. Se colocé un
matraz de destilacion en una estufa de secado a 105 °C durante 2 h. Por otra parte, en un
cartucho de celulosa se colocé 2 g de semilla seca y el cartucho se insertdé en el equipo de
extraccion Soxhlet. Se afnadié 120 mL de hexano para realizar la extraccion durante 4 h (1:60
p/v). Pasado este tiempo, el disolvente del matraz fue evaporado usando un evaporador rotatorio
B-100 (Buchi, Suiza) a 69 °C. Para eliminar la totalidad del solvente del aceite, el matraz con la
muestra fue colocado en una estufa de secado a 60 °C hasta peso constante. El porcentaje de

grasa se calcul6 con la siguiente ecuacion:
Png — P,
Grasa cruda (%) = 100 [%]; 9
i
donde:

Pms: Peso del matraz limpio y seco (g);
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Pmg: Peso del matraz con grasa (g);
Pi: Peso de la muestra inicial (g).

Fibra cruda: La determinacién de fibra cruda se realizé de acuerdo al método descrito en la norma
NMX-F-090-S-1978. Se mezclé 1 g de muestra previamente seca y desengrasada en un matraz
con 200 mL de solucion de H2SO4 al 1.25% (v/v), después de lo cual la mezcla se mantuvo en
ebullicion durante 30 min. Pasado este tiempo, la mezcla se filtré al vacio usando papel filtro libre
de cenizas Whatman No. 41. Posteriormente, la muestra fue llevada al matraz por arrastre
usando 200 mL de solucién de NaOH al 1.25% (p/v), después de lo cual la mezcla se dejo6 ebullir
por 30 min. A continuacion, la mezcla fue filirada al vacio usando papel libre de cenizas a peso
constante, y subsecuentemente se lavo con agua pasada por ésmosis hasta que el pH del filtrado
fuera igual al del agua. Después de lo anterior, se realizé6 un ultimo lavado con etanol. A
continuacion, el papel filtro se colocé en un crisol de porcelana y fue llevado a peso constante en
una estufa de secado a 60 °C. La muestra fue incinerada en una mufla FE-360 (Felisa, México)
a 550 °C durante 9 h. La muestra se dejo enfriar en un desecador, después de lo cual se procedio
a su pesado en la balanza analitica. El contenido de fibra cruda se calculé con la siguiente

ecuacion:
, , Pni —
Contenido de fibra (%) = 100 —5 | (10)
i

donde:

Pmi: Peso materia insoluble (g);
P.: Peso cenizas (g);

Pi: Peso de la muestra (g).

Cenizas: Se sigui6 la metodologia descrita en la AOAC 923.03 (2000). Se colocé 1 g de muestra
previamente seca y desengrasada en un crisol llevado a peso constante. Posteriormente, la
muestra se carbonizo6 en una parrilla de calentamiento hasta que dejo de emitir humo (aprox. 35
min). A continuacion, la muestra carbonizada se coloco en una mufla a una temperatura de 600
°C y se repitieron 3 ciclos de incineracion de 9 h. Finalmente, el crisol se dejo enfriar en un
desecador y se peso en la balanza analitica. El contenido de cenizas se calcul6 con la siguiente

ecuacion:
, , _ Pem — Fec .
Contenido de ceniza (%) = 100 — 5| (11D
i
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donde:

Pcm: Peso del crisol con muestra (g);

Pcc: Peso del crisol con cenizas (g);

Pi: Peso de la muestra (g).

Carbohidratos (ELN): El porcentaje de carbohidratos se calculo por diferencia como sigue.

Carbohidratos = 100% — (Humedad + Cenizas + Proteinas + % Grasa + % Fibra); (12)

4.3. Extraccién de la fracciéon no polar con hexano

Para el proceso de extraccion con hexano, se empled la metodologia reportada por Ying-Lin et
al. [61]. Se utilizé una relacion sdlido-disolvente 1:7 colocando 100 g de semilla en un matraz con
tapa, al cual se le afnadié 700 mL de hexano puro (Meyer, México). La extraccién se realizé en
una parrilla de calentamiento a una temperatura de 55 °C con una agitacion de 200 rpm durante
3 h. Pasado este tiempo, se suspendié el calentamiento y se dejé la muestra en reposo durante
20 min para permitir que los sélidos se precipitaran. Posteriormente se llevé a cabo la
decantacion del extracto. A continuacion, se agregdé nuevamente 700 mL de hexano puro a los
solidos extraidos para realizar una segunda etapa de extraccion del aceite remanente en los
solidos. Al terminar el proceso de extraccion, se retiraron los sélidos mediante filtracion usando
papel filtro Whatman No. 1, y los extractos de cada extraccién fueron guardados por separado.
Finalmente, se determind la concentracidon de aceite en el extracto mediante métodos
gravimétricos. Se colocd 1 mL de extracto en un pesamuestra a peso constante, y éste fue
llevado a la estufa de secado a 105 °C por 1 h. Posteriormente, el extracto seco se peso en la
balanza analitica y se calculd la concentracion de aceite por volumen de extracto. Por otra parte,
la extraccion de aceite mediante el método Soxhlet se llevé a cabo conforme a lo descrito en la

seccion 4.2.

4.4. Nanofiltracion con disolventes organicos

Se utilizé un equipo de nanofiltracion METcell Cross-Flow System (Evonik, Reino Unido) para
membranas de hoja plana. Para realizar las filtraciones se utilizaron membranas de nanofiltracion
resistentes a disolventes organicos Borsig (BO) y Duramem (DM) con un area de filtracion de
52.8 cm?, y un peso molecular de corte nominal (PMCN) de 600 Da (ONF-1, Borsig, Alemania) y
150 Da (Duramem, Evonik, Reino Unido). La seleccion de las membranas para este estudio se

realizé considerando su selectividad en funcion del PMCN de las membranas disponibles en el
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mercado, ademas de contemplar que en la primera etapa de separacion por membranas de
filtracion se busca separar a los triglicéridos del extracto inicial, los cuales tienen un PMCN mayor
a 600 Da. Por otra parte, en la segunda etapa de filtracién, se buscé concentrar compuestos de
interés reportados para el aceite de semilla de cafiamo (tocoferoles, cannabidiol (CBD), B-
sistosterol, B-cariofileno), los cuales presentan un rango de pesos moleculares de 150 a 400 Da.
Se trabajé con 2 configuraciones de flujo del proceso de nandfiltracion: flujo normal y flujo

tangencial. A continuacion, se describen estas etapas de proceso.

4.4.1. Primera etapa: separacion de glicéridos a partir de una membrana de 600
Da

Flujo normal. La membrana se cortd y se insertd en el equipo, de tal forma que la capa activa
estuviese en contacto con la solucion de alimentacién. El equipo se armé en configuracién normal
conforme lo que indica el manual del fabricante (Figura 12). El objetivo de esta configuracion fue
evaluar la selectividad de separacién de la membrana en relacién a los compuestos con un peso
molecular de ~600 Da correspondientes principalmente a los glicéridos. Se establecié un
volumen inicial de 150 mL, con condiciones de operacion de 25 bar de presién a temperatura
ambiente. Las membranas se acondicionaron con el disolvente de extraccién puro, dejando la
membrana inmersa en el disolvente por mas de 3 h. Después de esto, se removio el disolvente

del tanque de retenido y se llend con el extracto de alimentacion.

Moédulo de
presion

Coleccion de
permeado

Tanque
METcell

Figura 12. Sistema de nanofiltracion METcell Cross-Flow System en configuracion de flujo normal.

Flujo tangencial. Se armé el equipo en su configuracion de flujo tangencial conforme lo indica el
manual del fabricante (Figura 13). El sistema de filtracién estd conformado por dos celdas de
flujo tangencial en las que se colocan membranas circulares con un area de 17 cm?, en el que la

corriente de retenido de la primera celda se conecta a la alimentacion de la segunda celda de
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filtracion. La membrana fue insertada en el equipo de tal forma que la capa activa (superficie
brillosa) estuviese en contacto con la solucién de alimentacién. Posteriormente se verificd que el
equipo y las celdas estuviesen ensamblados herméticamente y se presurizé el sistema con
nitrégeno gradualmente cada 5 bar hasta llegar a la presion establecida de 25 bar. El sistema
cuenta con una bomba de engranajes que promueve el flujo tangencial a través del sistema en

configuracién de retroalimentacién del permeado de la segunda celda al tanque de alimentacion.

Al igual que en la configuracion normal, las membranas se acondicionaron con el disolvente puro
de extraccion (hexano) dejando la membrana inmersa en el disolvente por mas de 3 h. Después
del proceso de acondicionamiento de las membranas, el extracto lipofilico de las semillas de
canamo se paso por el sistema de membranas de flujo tangencial. Durante la nanofiltracion, se
midieron los flujos volumétricos de permeado a periodos regulares para monitorear la posible
reduccion drastica del flux a medida que se desarrollaba el proceso. En cada corrida de
nanofiltracion, la filtracion se detuvo para mantener el minimo volumen requerido para el
funcionamiento del equipo (120 mL). El volumen inicial de alimentacién fue de 620 mL y al final
de la filtracion se estimé el factor de concentracion volumétrico (FCV) empleando la Ecuacion 3
descrita en la Seccion 2.7.5. El flujo de permeado se calculé a intervalos regulares midiendo el
tiempo necesario para obtener 25 mL de extracto permeado. Finalmente se midieron los
volumenes de permeado (fraccién con compuestos de interés) y retenido (fraccion con glicéridos)
al final del proceso. El proceso de nandfiltracién por flujo tangencial del extracto hexanico se

realizé por duplicado.

Médulo de
presion
Coleccion de Bomba .de
permeado engranajes

Celdas de
filtracion

Figura 13. Sistema de nanofiltracion METcell Cross-Flow System en configuracién de flujo tangencial.
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4.4.1.1. Diafiltracion por flujo tangencial usando la membrana de 600 Da
Para remover la mayor parte de los compuestos con un peso molecular inferior a 600 Da
presentes en el retenido de la primera etapa de nanofiltracién, se llevd a cabo un proceso de

diafiltracion. Este procedimiento se realizé6 de manera similar a lo descrito en la Seccion 4.5.1.

Antes de iniciar la diafiltracidn, las membranas fueron acondicionadas sumergiéndolas en hexano
por mas de 3 h. Una vez completado este proceso, el retenido de la primera etapa de
nanofiltracion se transfirid al tanque de alimentacion, y se afadié hexano como disolvente hasta
alcanzar un total de 4 volumenes de diafiltracion, conforme a la ecuacién 5 descrita en la Seccidn
2.7.5. Finalmente, el permeado obtenido en la diafiltracién se combiné con el permeado de la

primera etapa de nanofiltracién para ser empleado en la etapa posterior de filtracion.

4.4.2. Segunda etapa: Concentracion de compuestos con un peso molecular
superior a 150 Da

En la segunda etapa de nandfiltracion con disolventes organicos, se buscd concentrar los
compuestos presentes en el permeado obtenido en la primera etapa de nandfiltracién. Para ello,
se eligi6 una membrana con un peso molecular de corte nominal (PMCN) de 150 Da. La
estructura de la membrana seleccionada es entrecruzada y de polaridad media, por lo que,
siguiendo las especificaciones del fabricante de la membrana 150 T1 (DM) (Duramem, Reino
Unido), se cambié el disolvente en el que se encontraban los compuestos del permeado
obtenidos en la etapa de filtracién previa (mezcla de permeado y permeado de diafiltracion),
reemplazando el hexano por tetrahidrofurano (THF). La evaporacién del hexano se realizé en el
evaporador rotatorio a una temperatura de bafio térmico de 50°C y presién de vacio de 400 mbar.
Después de evaporar el hexano, el remanente se suspendié en THF a una concentracion de 2.7

g/L. Este extracto se empled para la etapa de nanofiltracion posterior.

Flujo normal: Se procedié de manera similar a lo reportado en la Seccion 4.6.1 (configuracion
normal). Antes de introducir la mezcla de permeados obtenidos en la primera etapa de
nanofiltracion en el tanque de alimentacion, se lavé la membrana para eliminar la capa de aditivo
que la protege. El lavado se realizd segun las indicaciones del manual del fabricante, haciendo
pasar 250 mL de THF por el sistema. Después de esto, se retird el disolvente del tanque de
retenido y se llend con el extracto de alimentacion (mezcla de permeados). Tras evaluar la
eficiencia de la membrana, las fracciones de permeado y retenido obtenidas se mezclaron

nuevamente con el extracto inicial para su uso en el proceso en configuracién tangencial.
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Flujo tangencial: Se procedi6é de manera similar a la Seccién 4.6.1 (configuracion tangencial). Al
igual que en la configuracién normal, antes de insertar el extracto en el tanque de alimentacion
(mezcla de permeados), se lavé la membrana para eliminar la capa de aditivo que la protege. La
filtracion se detuvo debido a una disminucion drastica del flujo de permeado. El volumen inicial
de alimentacion fue de 500 mL, y se estim6 el factor de concentracion volumétrico (FCV)
utilizando la Ecuaciéon 3 descrita en la Seccion 2.7.5. Finalmente, se midieron los volimenes de
permeado y retenido (fraccién con compuestos de interés) al final del proceso. El proceso de

nanofiltracion por flujo tangencial con membranas DM se realiz6 por duplicado.

4.5. Determinacion de actividad antioxidante y antimicrobiana en el

extracto y en las fracciones nanofiltradas de semillas de caiamo
Se evaporo el disolvente del extracto crudo, asi como de las fracciones obtenidas mediante
nanofiltracion con disolventes organicos utilizando un evaporador rotatorio a una temperatura de
bafio térmico de 50°C y una presion de vacio de 390-400 mbar. Después de completar la
evaporacion, se determind el peso de los extractos obtenidos y estos se almacenaron bajo
refrigeracion. La actividad antioxidante y antimicrobiana fue evaluada a las fracciones que se
presentan en la Tabla 13.

Tabla 13. Fracciones de los extractos hexanicos de semillas de cafiamo obtenidas por nanofiltracion con
disolventes organicos.

Posibles compuestos presentes de acuerdo a

Etapa Membrana Corriente
PMCN
NF-E1 BO (600 Da) Retenido Glicéridos (di y triglicéridos)
Tocoferoles, cannabinoides, terpenos, acidos
NF-E1 BO (600 Da) Permeado )
grasos libres.
NF-E2 DMT1 (150 Da) Retenido Tocoferoles, cannabinoides, terpenos.
NF-E2 DMT1 (150 Da) Permeado Terpenos, acidos grasos libres.
Aceite Glicéridos, tocoferoles, cannabinoides, terpenos,
inicial acidos grasos libres.

NF: nanofiltracién; E: etapa

4.5.1. Actividad antioxidante por el método de captacién del radical DPPH
Para la determinacion de la actividad antioxidante se siguié la metodologia reportada por
Ramadan et al. [70] con algunas modificaciones. El reactivo DPPH se preparé en etanol a una
concentracion de 10 M. El aceite crudo de semilla de cafiamo se disolvid en hexano, en un

rango de concentraciones de 25-150 mg/mL. Por otro lado, el retenido obtenido en la primera
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etapa de nanofiltracion (NF-E1, membrana ONF-1 600) se disolvid en hexano en un rango de
concentraciones de 60 a 300 mg/mL. Debido a la solubilidad de las fracciones obtenidas en las
diferentes etapas de nanofiltraciéon, también se prepard una solucion de DPPH a una
concentracién de 10™ M utilizando acetato de etilo. El permeado de la etapa NF-E1 y el retenido
de la segunda etapa de nanofiltracion (NF-E2, DM150) fueron disueltos en acetato de etilo, a
concentraciones entre 10 y 56 mg/mL Debido a la cantidad de muestra obtenida del permeado

en la etapa NF-E2 (membrana DM150), no fue posible realizar la prueba correspondiente.

Para la prueba, 390 pL de la solucién de DPPH se mezclé con 100 yL de las soluciones de
extractos liposolubles usando un vértex durante 10 s. Cada solucion se dejo reposar por 30 min
sin agitacién ni exposicién a la luz. Después de este tiempo, se midié la absorbancia en un
espectrofotometro UV-Vis Genesys 50 (Thermo Scientific®, EUA) a 515 nm. Como blanco de la
prueba se utilizé 490 uL de etanol o acetato de etilo, segun el sistema de reaccion. Se realizé
una curva de calibracion usando Trolox como compuesto estandar y se calcul6 el valor ICso de
la muestra y del estandar Trolox; para ello, se grafico la tasa de inhibicién contra la concentracion
de la muestra. Un valor de ICso cercano al del Trolox indica una alta actividad antioxidante. El

porcentaje de inhibicion del radical DPPH se calculé mediante la siguiente ecuacion:

As1sp — Asism .

% Capacidad de inhibicién = 100;

A5153

donde:

As1s, blanco: Absorbancia correspondiente al blanco;

As15, muestra: Absorbancia correspondiente a la muestra después de 30 min de reaccion.

4.6. Determinacion de actividad antimicrobiana por difusiéon en disco

4.6.1. Material biolégico
Para la evaluacién de la actividad antimicrobiana se usaron las siguientes cepas de
microorganismos patogenos: Salmonella typhi, Listeria monocytogenes y Escherichia coli
Enteropatégena (ECEP).

4.6.2. Activacion de las cepas bacterianas
Se utilizaron diferentes medios de cultivo liquidos para la activacién de las cepas bacterianas:
Infusién Cerebro-Corazén (BHI, por sus siglas en ingles) para Listeria monocytogenes y Caldo
Nutritivo para Escherichia coli Enteropatégena (ECEP) y Salmonella typhi. Para ello, se

afiadieron 400 pL de cada cepa patdgena, conservada en glicerol, a 5 mL del medio
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correspondiente. Los tubos de cultivo se incubaron a 37 °C durante 48 h. Posteriormente, se
realizaron siembras por estriado en agar, con incubacién a 37 °C durante 48 h. En el caso de S.
typhi, se emple6é agar Salmonella-Shigella para su cultivo. La identificacién de las cepas se

verificO mediante la evaluacion de sus caracteristicas morfologicas y microscopicas.

4.6.3. Resguardo de las cepas patégenas
Las cepas patégenas L. monocytogenes, ECEP y S. typhi, fueron resguardadas en cajas Petri
bajo refrigeracion (5 °C) y se realizaron resiembras de éstas cada dos semanas. Para la

conservacion de las cepas, éstas se almacenaron en una solucién de glicerol al 30% a -20°C.

4.6.4. Conteo microbiano
Se tomd una asada de cada microorganismo y se inoculé en su medio de cultivo correspondiente:
caldo nutritivo para ECEP y S. typhi, y caldo BHI para L. monocytogenes. Los tubos se incubaron
a 37 °C durante 20 h para ECEP, y 16 h para S. typhi y L. monocytogenes. Luego, se prepararon

diluciones en agua peptonada para su siembra en medio de cultivo sdlido.

4.6.5. Evaluacion de la actividad antimicrobiana
Se evaluaron tres concentraciones (1, 10 y 50 mg/mL) de cada fraccién obtenida por
nanofiltracion. Para su preparacion, se empled una mezcla de Tween 80 y agua en una
proporcion de 5:95 con respecto a cada fraccion [62]. La actividad antimicrobiana del aceite crudo
de semilla de canamo y las fracciones obtenidas por nanofiltraciéon fueron evaluadas frente a los
patdbgenos modelos usadas en este estudio: L. monocytogenes, ECEP y S. typhi. Los

microorganismos se cultivaron en agar Muller-Hinton.

Se prepararon suspensiones bacterianas de 107-10° UFC/mL (conteo en placa). De cada
suspension, se tomaron 100 pL y se extendieron uniformemente sobre la superficie del medio de
cultivo utilizando un hisopo estéril. En cada caja Petri se colocaron 4 discos de papel filtro de 6
mm de diametro de forma espaciada, asegurando un contacto completo con la superficie de agar.
Cada disco fue impregnado con 5 puL de muestra. Como control negativo, se utilizaron discos
impregnados Unicamente con la mezcla de disolventes Tween 80-agua (5:95). Las cajas se
incubaron a 37 °C y después de 24 h de incubacion, se midieron los diametros de las zonas de
inhibicién con la férmula siguiente:
Dy — D
HI = T . D;

HI = Halo de inhibicion en mm;
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Dt = Diametro total (diametro del disco + halo de inhibicién) en mm;

DD = Diametro del disco (5 mm).

4.7. Analisis estadistico

Para el analisis estadistico se realizé un ANOVA de una via con un nivel de confianza del 95%.
Asimismo, en la evaluacién de la actividad antioxidante y antimicrobiana se aplico la prueba de
Tukey para identificar diferencias significativas entre los tratamientos (p < 0.05) de cada fraccion
nanofiltrada. En los casos donde se compararon unicamente dos medias, se empleé la prueba t
Student (p < 0.05).
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Caracterizaciéon proximal de la semilla de cahamo

Se realizo la caracterizacion proximal de la semilla de cafiamo que fue empleada en este trabajo
para la extracciéon de compuestos lipofilicos. En la Tabla 14 se muestran los resultados obtenidos
correspondientes a humedad, proteina cruda, fibra cruda, carbohidratos, cenizas, y grasa cruda.
A continuacion, se discuten los resultados obtenidos en este trabajo, asi como los valores
reportados en la literatura para semilla de cafiamo no comercial.

Tabla 14. Composicion proximal de la semilla de cafiamo sin cascara comparada con valores reportados
en la literatura (% en base seca).

Determinacion Este trabajo* Otros autores Ref.
Humedad 2.8 +0.03 4.9-6.8 [2]
Proteina cruda 245 +0.2 20.5-37.6 [2]
Fibra cruda 3.03 +0.2 - [2]
Carbohidratos 9.6+0.5 - [2]
Cenizas 10.3 £ 0.1 4.7-7.7 [2]
Grasa cruda 52.5 +0.5 36.6-51;54.7 [2];[63]

*Se presenta la media =+ la desviacién estandar (n=3).

Como puede observarse en la Tabla 14, el contenido de grasa de las semillas de cafiamo usadas
en este proyecto (52.5%) es ligeramente superior al reportado en la literatura para algunas
variedades de cafiamo (36.6-54.7%) [2,63]. La variacién entre el porcentaje de grasa de las
variedades reportadas en la literatura y el valor encontrado, puede deberse a las distintas
condiciones de cultivo (tipo de suelo, clima, altitud, etc.), asi como las caracteristicas fenotipicas
y genotipicas de la planta de cultivo. Por otro lado, considerando que la semilla de canamo
empleada en este trabajo esta destinada al consumo humano en el area nutracéutica, podria
tratarse de una variedad genética (natural o modificada) que produce una alta cantidad de

macronutrientes como son grasas y proteinas.

El porcentaje de proteina de la semilla de cahamo empleada en el presente trabajo (24.5%) es
comparable con el reportado en semillas de girasol (20-38%), linaza (20-30%), y chia (15-25%)
[7]. A su vez, este valor coincide con el reportado en la literatura para semilla de cafnamo
descascarillada (Tabla 14). Adicionalmente, Callaway [1] menciona que ademas de poseer un
alto contenido proteico, la proteina de semilla de cafiamo es altamente digerible y es una
excelente fuente de aminoacidos esenciales, tales como arginina, metionina y cisteina.

Por otra parte, la semilla de cafiamo presentd un valor de cenizas mayor (10.3%) en comparacion

con los valores reportados en la literatura (~7%). Un alto valor de cenizas, se relaciona con un
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alto contenido de minerales; sin embargo, en la literatura revisada no se encontré ningun
porcentaje de cenizas para semilla de cafilamo arriba del 8%. Esto podria atribuirse al manejo

agrondémico, tipo de suelo, o variedad genética.

5.2. Extraccion de la fraccion no polar con hexano

Se evaluo la concentracién de los extractos obtenidos por extraccion con hexano empleando dos
diferentes tipos de extraccién: extraccion Soxhlet (1:60) y extraccién convencional sélido-liquido
(1:7 p/v, 55 °C, 200 rpm) con dos etapas subsecuentes de extracciéon para agotar el aceite
presente en la semilla. Los resultados se presentan en la Tabla 15. La extraccién convencional
con disolventes se realizd 2 veces de manera secuencial sobre la misma muestra.

Tabla 15. Porcentaje de aceite extraido de la semilla de cafiamo con hexano empleando extraccion
Soxhlet y sélido-liquido.

Método de Concentracion de aceite Tiempo de Temperatura Eficiencia de
extraccion (% b.s.)* extraccion (h) (°C) extraccion (%)
Soxhlet 52+0.5° 4 130 100
Solido-liquido 44:0.8° 3 55 84.6
Etapa 1
Solido-liquido 6.840 2 2 55 13
Etapa 2
Solido-liquido 51a ) 55 976
Total

*Se presenta la media + la desviacion estandar (n=3). b.s: base seca. Letras iguales indican que no
existe diferencia significativa de acuerdo a la prueba t student (p<0.05)

Se consideré como el contenido total de grasa presente en la semilla de cafnamo, el valor
obtenido en el analisis proximal empleando el método Soxhlet que fue de 52%. De acuerdo a los
datos presentados, la primera extraccién con hexano tuvo una eficiencia de extracciéon del 84.6%
en relacion al contenido total de grasa obtenido con el método de extraccion total (Soxhlet). A su
vez, puede observarse que la Etapa 2 de extraccién tuvo una eficiencia del 13%, lo que indica
que la mayor parte del aceite presente en la semilla es extraida a partir de la primera extraccion.
De acuerdo a los resultados obtenidos, se alcanzé una eficiencia total de extraccion del 97.6 %
empleando el sistema de extraccion sdlido-liquido con 2 etapas subsecuentes de extraccion, esto
en relacién con la eficiencia obtenida mediante el método Soxhlet. Lo anterior demostré que se
pueden obtener altos rendimientos de extraccion empleando el método de extraccidn con
disolventes, sin necesidad de emplear las temperaturas elevadas utilizadas en el método Soxhlet.
Considerando lo anterior, se eligid un proceso de dos etapas para la obtencién de la maxima

cantidad de aceite con bajo consumo energético. En las etapas posteriores el aceite extraido fue
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procesado mediante membranas de nanofiltracion resistentes a disolventes organicos para su

concentracién, purificacion y fraccionamiento.

5.3. Nanofiltracion con disolventes organicos

El proceso de nandfiltracidon (NF) con disolventes organicos, se llevd a cabo en 2 configuraciones
de flujo: normal y tangencial. La primera, con el objetivo de evaluar la selectividad de separacion
y eficiencia de la membrana, y la segunda para incrementar la productividad de las membranas,
ya que, al tratarse de un flujo tangencial, se obtiene un flux mayor que en la configuracién normal.
Ademas, esta configuracion, permite trabajar con volimenes mayores. Por otra parte, para
realizar la concentracion, purificacion y fraccionamiento de los compuestos hidrofébicos del
extracto crudo de semilla de cafniamo, se implementé un proceso de nanofiltraciéon con disolventes
organicos (OSN) en 2 etapas subsecuentes de filtracién. Asimismo, con el objetivo de concentrar
los compuestos de interés en el permeado, se llevd a cabo un proceso de diafiltracion, que
consistié en la adicién de disolvente fresco al tanque de retenido para favorecer la eliminacién

de compuestos con peso molecular inferior a 600 Da.

La Tabla 16 presenta los principales componentes de interés reportados en la literatura para el
aceite de cafiamo, asi como los posibles compuestos presentes en cada una de las fracciones
del proceso de nanofiltracién

Tabla 16. Fraccionamiento esperado de los compuestos reportados en el aceite de semilla de cafamo
[17]mediante nanofiltracion en dos etapas segun su peso molecular de corte nominal.

Compuesto Peso 12Etapa 28Etapa
molecular Membrana 600 Da Membrana 150 Da
(g/mol) (NF-E1) (NF-E2)
Cannabidiol (CBD) 314.47 V4
A-9-Tetrahidrocannabinol (THC) 314.45 X
Mirceno 136.23 v v
B-cariofileno 204.36 v X
B-sistosterol 414.71 v X
a-Tocoferol 430.71 V4 X
y-Tocoferol 416.68 v X
Metil-salicilato 152.14 v v
Acido oleico 282.46 N4 X
Acido linolénico 278.43 v X
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Acido linoleico 280.45 v X
Fosfolipidos 744 X X
Triglicéridos 800-900 X X
Diglicéridos 500-600 X X
Monoglicéridos 300 J X

v Indica que, de acuerdo al PMCN de la membrana, el compuesto deberia de pasar a través de la
membrana (permeado).

X indica que, de acuerdo al PMCN de la membrana, el compuesto deberia ser retenido por la membrana
(retenido)

PMCN: Peso molecular de corte nominal

5.3.1. Primera etapa de nanofiltracion (NF-E1) usando membrana de 600 Da

5.3.1.1.  Configuracién de flujo normal;
En la primera etapa de nandfiltracién, se evalué la selectividad de la membrana de PMCN de 600
Da cuyo objetivo fue la separacion de los compuestos presentes en el aceite de un peso
molecular mayor a 600 Da. Estos compuestos corresponden principalmente a glicéridos
(diglicéridos y triglicéridos) contenidos en el aceite de cafiamo (Tabla 16). Para estas pruebas se

trabajo con un volumen inicial de 150 mL de extracto hexanico y se corrieron 2 lotes.

El factor de rechazo de la membrana de NF de 600 Da en configuracion de flujo normal, fue del
80%, lo cual indica que la mayor parte de los constituyentes presentes en el aceite no lograron
pasar la membrana, quedando éstos en la fraccién retenida. Revisando los estudios reportados
en la bibliografia con respecto a los compuestos lipofilicos presentes en la semilla de cafamo,
se puede deducir segun la Tabla 16 que la fraccion retenida corresponde principalmente a la
familia de los glicéridos (fosfolipidos, triglicéridos y diglicéridos), los cuales constituyen

aproximadamente del 95 al 98% de la fraccion lipidica total [17,64] .

Por otra parte, se calcul6 el flux de permeado de la NF en configuracion normal (flux inicial: 16
L/m2h (Figura 14), en donde, se observé que, a los 10 min, el flujo disminuyo drasticamente
manteniéndose en 8 L/m?h. Asimismo, a los 30 min, la curva empezd a hacerse horizontal, lo que
indico el taponamiento de la membrana, debido a que el flujo de alimentacién era perpendicular
a la membrana. En términos generales, la prueba de flujo normal permitié evaluar la selectividad
de la membrana para separar los compuestos de interés. Los resultados obtenidos con esta
configuracién, mostraron que la membrana seleccionada presenta una eficiencia de separacién

adecuada, permitiendo el paso de los compuestos de interés (PM < 600 Da) hacia el permeado,
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mientras la fraccion retenida estd compuesta principalmente por glicéridos, los cuales no son

relevantes para los objetivos de este estudio.

5.3.1.2.  Configuracion de flujo tangencial;

Se trabajé con un volumen de alimentacion de 620 mL y se corrieron 2 lotes. Asimismo, se calculé
el factor de concentracion volumétrica (FCV) al final de las corridas con la Ecuacion 3. Los FCV
de las corridas de NF fueron de 4.27 y de 4.38 para los Lotes 1y 2, respectivamente, por lo que
el volumen del extracto inicial se concentré volumétricamente ~4 veces. La Figura 14 muestra la
variacion del flux a lo largo del tiempo para ambas configuraciones de NF, en donde, puede
observarse que el flux de la membrana BO600 fue mucho mayor (~7 veces) en la configuracién
tangencial, con un flux inicial de 145 L/m?h y un flux final de 116 L/m?h. Este comportamiento se
debe a que el flujo tangencial provoca turbulencia en la superficie de la membrana, lo que evita
la aglomeracion y adsorcion de solutos en la misma, y a su vez provoca disminuciones en el
fendmeno de taponamiento [47]. Asimismo, se observd que, aunque después de 60 min el flujo
comenzo a disminuir, no llegd a ser una limitante para el proceso (Figura 14). El proceso de
nanofiltracion en configuracién tangencial se detuvo una vez que se alcanzé un factor de
concentracion volumétrico igual a 4.
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Figura 14. Variacion del flux de permeado del extracto de aceite de semilla de cafiamo en funcién del
tiempo empleando una membrana de nandfiltracion con disolventes organicos Borsig de 600 Da para las
configuraciones de flujo normal y tangencial.

Al terminar el proceso de nanofiltracidn en configuracién tangencial, se determiné el factor de
concentracion del aceite para el retenido, y el factor de rechazo de cada lote, usando la Ecuacion
4,y la Ecuacién 2, respectivamente, en donde, el componente i correspondié a la concentracion

de aceite. Los resultados se presentan a continuacion en la Tabla 17.
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Tabla 17. Parametros de evaluacion de la eficiencia de la membrana Borsig de 600 Da en el proceso de
nanofiltracién con disolventes organicos de extractos hexanicos de aceite de semilla de cafiamo en
configuracion tangencial.

Lote Flux (L/m?h) FCi %R

1 149 3.4 99.2

2 145 3.5 99.1
Promedio 147+2.8 3.5+0.05 99.2+0.08

Se presenta la media + la desviacién estandar (n=2). %R: Factor de rechazo;
FCi: Factor de concentracion del componente i en el retenido.

Como puede observarse, el porcentaje de rechazo en ambos lotes es superior al 99%, lo que
indica que el extracto de aceite de caiamo contiene en mayor proporcion compuestos con un
PMC superior a 600 Da, los cuales, quedan en el retenido de la nanofiltracién. Como se menciond
previamente, la fase grasa del aceite de semilla de cafiamo esta constituida principalmente por
glicéridos, que representan entre el 95 y el 98 % de los lipidos totales y poseen pesos
moleculares de 300 a 900 Da. Estos glicéridos constituyen la fraccidon mayoritaria del extracto,
por lo que un rechazo del 99 % en configuracidén tangencial sugiere una retencién casi completa
de estas especies lipidicas. Por otra parte, el factor de concentracién del aceite (FCi), que indica

la concentracién de aceite en el retenido es aproximadamente de 3.5.

Esta primera etapa de NF se utilizdé en este proyecto como una etapa previa para remover los
glicéridos, y subsecuentemente procesar el permeado en una segunda etapa de nanofiltracion
(NF-E2) usando una membrana con un peso molecular de corte nominal de 150 Da. Al término
de la etapa 1 de NF (NF-E1), se evapor¢ el disolvente del permeado y se calculd el rendimiento
de extracto obtenido en ambos lotes. En total, por cada lote de extracto hexanico procesado, se
recuperaron 0.75 + 0.04 g de extracto seco en la fraccidon del permeado (1.5 g por ambos lotes).
Asimismo, en el retenido se obtuvieron 29.4 + 6 g de aceite, que corresponden al 86 % del aceite

introducido en la alimentacién, lo que refleja una alta eficiencia de retencién del sistema.

5.3.1.3.  Diafiltracion
Se realizo6 la diafiltracion (DF) de los retenidos obtenidos a partir del proceso de nanofiltracion en
configuracién de flujo tangencial que se reportd en la subseccion anterior (membrana BO600).
La fraccion retenida de la NF se colocé en el tanque de alimentacién, al cual se agrego disolvente
fresco hasta completar 4 volumenes de diafiltracién (Ecuacion 5). Adicionalmente, se calculd el
FCV, obteniéndose un valor de 3.9 para el Lote 1y de 4.3 para el Lote 2. Respecto al rendimiento
de la membrana, se tuvo un flux inicial de 160 L/m?h y un flux final de 93.96 L/m?h, observando

una disminucion progresiva del flujo a partir de los 60 min, sin llegar a ser una limitante para el
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proceso. El proceso de diafiltracion en configuracion tangencial se detuvo una vez que se obtuvo
un volumen de diafiltracion (VD) igual a 4. Al finalizar el proceso, se evaporé el disolvente del
permeado y se calculd el rendimiento del diafiltrado para ambos lotes, obteniéndose un total de
1.2 g de extracto seco. Esta fraccion se mezcl6 posteriormente con el extracto recuperado (1.5
g) del permeado en la nandfiltracién tangencial (NF-E1), alcanzando un rendimiento total de 2.7
g de extracto. Por lo tanto, el aporte de la diafiltracion representé aproximadamente el 44.4 % del
extracto total obtenido a partir del permeado, lo que resalta su importancia como una etapa
complementaria para la recuperacion de compuestos de bajo peso molecular. Sereewatthanawut
et al. [51] indicaron que después de procesar 4 volumenes de diafiltracién en aceite de salvado
de arroz, lograron incrementar un 80% la recuperacién de y-orizanol en el permeado. De acuerdo
a estos resultados, el proceso de diafiltracion fue de gran utilidad ya sea para remover impurezas
del retenido y para aumentar el rendimiento de recuperacién de los solutos de interés en el

permeado de la primera etapa de nanofiltracion.

5.3.2. Segunda etapa de nanofiltracion (NF-E2) usando una membrana de 150
Da

Como se mencioné anteriormente, el objetivo de esta etapa de NF, fue la concentracion de

compuestos de interés como tocoferoles, cannabinoides y terpenos, presentes en el permeado

obtenido en la primera etapa de nanofiltracién (NF-E1). Con este fin se propuso el uso de una

membrana de nanofiltracion OSN con un PMCN de 150 Da (DM150). De manera similar a la

etapa anterior, en esta etapa de NF se emplearon las configuraciones de flujo normal y

tangencial.

5.3.2.1.  Configuracién de flujo normal
Se realizaron pruebas de nandfiltracion en configuracion de flujo normal con el objetivo de
caracterizar la selectividad de la membrana empleada en la segunda etapa del proceso, para la
concentracion de los compuestos presentes en el permeado obtenido en la etapa NF-E1.
Inicialmente, se proceso el permeado disuelto en hexano; sin embargo, el flujo observado fue
demasiado bajo (< 0.3 L/m*-h), lo que limité la viabilidad del proceso. Por lo tanto, debido a las
caracteristicas de esta membrana, como su estructura entrecruzada y su polaridad, fue necesario
buscar un sistema compatible que permitiera el procesamiento eficiente del extracto. Se requeria
un disolvente con una polaridad intermedia, que pudiera disolver los compuestos presentes en
los extractos obtenidos en la primera etapa de nanofiltracion, pero también que fuese compatible
con las caracteristicas de la membrana DM150. Para ello, se analizaron las estructuras quimicas

y constantes dieléctricas de diversos disolventes. Finalmente, considerando las caracteristicas
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del sistema soluto—disolvente—membrana, se determind que era necesario sustituir el disolvente
inicial (hexano) por tetrahidrofurano (THF). La eleccion del THF se bas6é en su constante
dieléctrica (~7.6), su buena capacidad para disolver compuestos lipofilicos y su compatibilidad
con membranas de naturaleza polimérica, como la DM150. Para las pruebas con esta
configuracion, se utilizé un volumen inicial de 150 mL de THF, obteniéndose un flujo promedio
de 2 L/m?h. Si bien este valor sigue siendo bajo en comparacion con el flujo registrado en la etapa
NF-E1, representa una mejora significativa respecto al sistema anterior con hexano (0.3 vs
2 L/m?h). Este comportamiento era de esperarse, considerando el bajo PMC y la naturaleza

estructural de la membrana.

5.3.2.2.  Configuracién de flujo tangencial
Se trabajé con un volumen de alimentacion de 500 mL y se corrieron 2 lotes. Asimismo, se calculd
el factor de concentracion volumétrica (FCV) con la Ecuacion 3. Para el Lote 1, el FCV fue de 2
y de 1.9 para el Lote 2, lo que indica que, de manera general, el volumen del extracto inicial se
concentré ~2 veces. Por otra parte, en esta configuracién, en general, se obtuvieron fluxes de
permeado muy bajos en relacion con los obtenidos en la etapa de NF anterior: ~2 y ~0.7 L/m?h,
al inicio y al final de las corridas, respectivamente (Tabla 18).

Tabla 18. Parametros de evaluacion de la eficiencia de la membrana Duramem de 150 Da en el proceso
de nanofiltracién en configuracién tangencial.

Lote Flux (L/m?h) FCV
1 1.84 2.04
2 1.25 1.9

Promedio 1.5540.42 1.97+0.09
Se presenta la media + la desviacién estandar (n=2). FCV: Factor de concentracion volumétrica

Aunque los valores de flux obtenidos fueron bajos en comparacion con los de la etapa de filtraciéon
previa (NF-E1), se ha reportado que las membranas Duramem presentan valores de flux
inferiores a 5 L/m?h, lo que sugiere que los resultados obtenidos estan dentro de los valores
reportados (2-8 L/m?h) [51], sin embargo, no implica que sean flujos adecuados para un
procesamiento a escala productiva. Después de 49 horas de proceso (7 h diarias durante 7 dias)
por lote, la nanofiltracion se detuvo debido a la disminucién drastica del Flux (~0.7 L/m?h).
Considerando el bajo peso molecular de corte (150 Da) y la estructura entrecruzada de las
membranas se esperaba que el flux fuese bajo; sin embargo, las limitaciones de flujo que se
tuvieron fueron demasiado criticas, resultando en un proceso lento. Esto implica que en el futuro
se deberian de buscar alternativas tecnoldgicas para mejorar el desempefio de las membranas,

es decir, obtener fluxes mas elevados en el orden de los obtenidos en la etapa NF-E1, o al menos
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por arriba de 50 L/m?h. En esta etapa se buscaba principalmente eliminar los acidos grasos libres
y concentrar compuestos bioactivos de interés, tales como cannabinoides, terpenos y
tocoferoles. Segun el factor de concentracién volumétrica (Tabla 18), el extracto se concentrd
aproximadamente dos veces, lo que indica que esta etapa fue efectiva para la retencion de
compuestos de interés. No obstante, no se implementé el proceso de diafiltracion debido al bajo
Flux obtenido, el cual habria limitado significativamente su viabilidad operativa. A partir del
proceso de nanofiltracion con la membrana DM150, se introdujeron al sistema 2.7 g de extracto
disueltos en THF, los cuales fueron procesados en dos lotes. Como resultado, se recuperaron
0.42 £0.2 g por lote en el retenido y 0.039 + 0.01 g por lote en el permeado, lo que representa un
total de 0.918 g recuperados al finalizar ambos lotes. Este valor corresponde a un rendimiento
del 34 % con respecto a la masa total introducida. El rendimiento obtenido también refleja
pérdidas significativas del extracto, probablemente atribuidas al remanente que quedd en el

equipo.

5.3.3. Analisis global del sistema de fraccionamiento por nanofiltracion
Adicionalmente, con el propdsito de comprender el fraccionamiento progresivo de la muestra, se
llevé a cabo un balance de materia considerando la concentracion de aceite presente en cada

una de las etapas de nanofiltracion implementadas en el presente estudio.

|—— === R: Retenido
RDF: 79 % (27.6 g)

o .. P: Permeado
Diafiltracion
MPDF:3.5% DF: Diafiltracion
NF-E1 .

R2: 13 %
(~0.42 g/ lote) NF-E2

I
I
I
P2:1.4% |

Aceite (~0,039 g/ lote)l

34.26 g P1:2.2%

(0.75 g/ lote)

Figura 15. Balance de materia de extracto de aceite de cafamo pasado por membranas de
nanofiltracion (NF) resistentes a disolventes organicos. NF-E1: Primera etapa de NF (Borsig, 600 Da);
DF: diafiltracion; NF-E2: Segunda etapa de NF (Duramem, 150 Da); P: Fraccion permeada; R: Fraccion
retenida.
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5.3.4. Primera etapa de nanofiltracion (NF-E1) usando una membrana de 600 Da
Como se observa en la en Figura 15, el mayor porcentaje de aceite recuperado se obtuvo en el
retenido R1, con un 85.9 % del extracto inicial procesado. Después de realizar el proceso de
diafiltracion, la cantidad de aceite en el retenido disminuy6 ligeramente, hasta un 79.0 %, lo que
se debe probablemente a la remocién de compuestos de bajo peso molecular hacia el permeado
durante el lavado por diafiltracion. El permeado correspondiente a la primera etapa de
nanofiltracion (NF-E1-P) represento el 2.2 % del extracto inicial (5.5% por los 2 lotes). Por otra
parte, a partir del permeado generado tras la diafiltracion (DF-P) se recuperd un 3.5 % adicional
(en total por 2 lotes), en relacion con el extracto de alimentacién. Esto se esperaba debido a que
durante la primera etapa de NF se removi6 la mayor parte de los compuestos de bajo peso
molecular (inferiores a 600 Da), lo que redujo la concentracion de estos compuestos en las

siguientes etapas.

Posteriormente, se realizé la mezcla del aceite obtenido en ambos lotes de permeado (NF-E1-P)
y del permeado de diafiltracién (DF-P). Esta mezcla dio lugar a un extracto con una cantidad total
de aceite de 2.7 g, el cual fue utilizado como extracto de alimentacion para la siguiente etapa de
NF (NF-E2). De acuerdo a los resultados obtenidos, puede observarse que durante esta primera
etapa se tuvo una alta eficiencia (recuperando alrededor del 88 % en las corrientes de permeado
y retenido), y también que el proceso de diafiltracion ayudd a la recuperacion de una mayor
cantidad de los compuestos de interés presentes en el retenido de la nanofiltracion que de otra

manera se hubieran perdido.

5.3.5. Segunda etapa de nanofiltracién (NF-E2) usando una membrana de 150
Da

A partir del proceso de nanofiltraciéon utilizando la membrana DM150, con un peso de corte
molecular de 150 Da, se obtuvo un permeado que representa aproximadamente el 1.2%
(recuperandose el 2.9% por los 2 lotes procesados) de la cantidad total de aceite presente en el
extracto de alimentacion al sistema. Por otra parte, en el retenido se recuperaron
aproximadamente el 31.1 % por los 2 lotes procesados. Estos resultados evidencian una baja
eficiencia de la membrana DM150 para retener compuestos de este peso molecular, lo que
sugiere que una parte significativa de la muestra atraviesa la membrana, sin embargo, también
puede observarse que la cantidad de muestra presente en el permeado representa
aproximadamente el 1.2% lo indica que hubo pérdidas significativas en el sistema. Estas pérdidas
se atribuyen principalmente a posibles remanentes en las paredes internas del equipo y al

proceso de trasvasado de las mismas durante el proceso de nanofiltracion. Los resultados
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presentes, indican el bajo porcentaje de recuperacion que presentaron las membranas de
nanofiltracion Duramem 150. Lo anterior podria atribuirse a la estructura entrecruzada de la
membrana, la cual, al tener un peso molecular de corte (PMC) bajo, es mas propensa a sufrir
polarizacién en etapas tempranas del proceso. Esto genera una rapida disminucion del flux, lo
que limita la capacidad del sistema para seguir concentrando compuestos, afectando
negativamente la recuperacion total. Asimismo, la selectividad de la membrana hacia
compuestos no polares podria ser otro factor determinante, ya que este tipo de membranas suele
presentar mejor desempefio con moléculas medianamente polares. Ademas de que el tipo de
muestra y la naturaleza quimica de los compuestos presentes también influyen en la eficiencia

del proceso.

En términos de balance de masa, durante la segunda etapa de nanofiltracion se estimoé que
aproximadamente el 72% del aceite total no fue recuperado ni en el permeado ni en el retenido,
lo que indica pérdidas potenciales en el sistema. Estas pérdidas representan una limitante técnica
para procesos de recuperacion de aceite mediante nanofiltracion y sugieren la necesidad de
optimizar las condiciones operativas, evaluar otras membranas con un menor peso de corte
molecular o implementar estrategias adicionales, como etapas de pretratamiento, para mejorar
la eficiencia del proceso. A continuacién, en la Tabla 19 se presentan los resultados del balance
de masa, en los cuales se muestra el porcentaje de extracto recuperado por lote en cada etapa
del proceso de nanofiltracién con disolventes organicos.

Tabla 19. Rendimiento de las fracciones obtenidas en las 2 etapas de nanofiltracién con disolventes
organicos.

Etapa Proceso Membrana Corriente Recuperacion
en proceso (%)
NF-E1 NF BO (600 Da) Retenido 85.910.04
NF-E1 NF BO (600 Da) Permeado 5.516
NF-E1 DF BO (600 Da) Retenido 7913
NF-E1 DF BO (600 Da) Permeado 3.5*
NF-E2 NF DMT1 (150 Da) Retenido 31.1+0.01
NF-E2 NF DMT1 (150 Da) Permeado 2.9+12.3

Se presenta la media + desviacion estandar (n=2). P: permeado; R: retenido; DF: Diafiltracion; NF:

Nanofiltracion; * Indica que solo se obtuvo un lote

Como se muestra en la Tabla 19, la etapa en las que se obtuvieron los mayores valores de

balance de masa fue la etapa NF-E1. En contraste, a partir de la segunda etapa NF-E2, en la
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que se empled una membrana Duramem 150, la contabilizacion de masa disminuyo

significativamente.

De acuerdo a lo anterior, ocurrié una pérdida significativa en la segunda etapa de nandfiltracién,
la cual fue cercana al 80%. Esta pérdida podria deberse a que, posterior a dicha etapa, se
realizaron varias filtraciones adicionales con el fin de eliminar impurezas presentes en los
extractos, durante las cuales una fraccion del material pudo haber quedado retenida. A pesar de
lo mencionado anteriormente, la primera etapa de nanofiltracién NF-E1 utilizando la membrana
BO600 mostré una alta eficiencia. De acuerdo a los componentes reportados en el aceite de
canamo (Tabla 16), se estima que en el retenido obtenido tras la segunda etapa de nanofiltracion
con la membrana DM150 se encuentran concentrados compuestos con pesos moleculares entre

500 y 200 Da, tales como tocoferoles y cannabinoides.

5.4. Determinacion de actividad antioxidante

5.4.1. Actividad antioxidante del aceite de semilla de canamo crudo
Se determind la actividad antioxidante del extracto crudo de aceite de semilla de cafiamo
mediante la medicion de la capacidad de éste para inhibir el radical DPPH. La Tabla 20 presenta

los resultados obtenidos.

Tabla 20. Actividad antioxidante del aceite crudo de semilla de canamo.

Actividad antioxidante (mg Trolox/100 g muestra)

Aceite de cafniamo Uluata et al. Senila et al.
obtenido [65] [66]
45.7+0.6 62.37 100

Se presenta la media + la desviacion estandar (n=3).

Asimismo, se determiné el valor de 1Cso del aceite de semilla de cafiamo, de acuerdo con lo
descrito en la Seccion 4.6.1. Este valor representa la concentracion de muestra necesaria para
inhibir el 50 % de los radicales libres DPPH. El resultado obtenido fue de 55.4 g/L, en contraste,
el estandar Trolox, presentd un ICso de 0.025 g/L. Esto significa que la concentracién de aceite
para alcanzar una inhibicion del 50 % del radical DPPH es aproximadamente 2100 veces mayor
que la requerida por el estandar Trolox, lo que refleja una menor capacidad antioxidante. Para
permitir una mejor comparacién con la literatura, se calculé la actividad antioxidante en
equivalentes Trolox (Tabla 20), obteniéndose un valor de 45.7 mg Trolox/100 g de muestra.

Uluata et al. [65] reportaron una actividad antioxidante para el aceite de semilla de cafiamo de
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62.37 mg Trolox/100 g de aceite, lo cual indica que el aceite de semilla de cafiamo obtenido
presenta una capacidad antioxidante menor en comparacion con el reportado por dichos autores.
De igual forma, Senila et al. [67] reportaron una actividad antioxidante superior a la de este

trabajo: 100 mg Trolox/100 g de aceite.

Aunque el aceite de semilla de cafamo contiene compuestos antioxidantes como tocoferoles y
tocotrienoles (presentes en una proporcién aproximada del 0.1% [40]) el aceite empleado,
present6é una baja actividad antioxidante, en comparacion con otros aceites, como el aceite de
laurel: 85.8 mg Trolox/ 100 g aceite, y el aceite de ortiga: 85.8 mg Trolox/100 g aceite [67]. No
obstante, el valor obtenido para el aceite de semilla de canamo es consistente con lo reportado
en la literatura. De acuerdo a Ostapczuk et al. [67] la baja actividad antioxidante del aceite de
semilla de cafiamo, puede atribuirse a su inestabilidad, debido a la presencia de acidos grasos
poliinsaturados, los cuales, tienden a la oxidacion [67]. Si bien el poder antioxidante encontrado
para el aceite de semilla de canamo no es elevado en comparacion con otros aceites
comerciales, no se descarta que sea un producto que pueda tener potencial mediante la
concentracion de sus constituyentes y por ende tener efectos benéficos a la salud. Con base en
esta consideracion, el objetivo principal del presente trabajo fue concentrar los compuestos
lipofilicos presentes en el extracto hexanico de la semilla de cafiamo. A continuacién, la Tabla 21
presenta los resultados obtenidos al evaluar la actividad antioxidante de cada una de las
fracciones obtenidas mediante nanofiltracion resistente a disolventes organicos (OSN).

Tabla 21. Actividad antioxidante de las fracciones obtenidas por nanofiltraciéon con disolventes organicos
empleando membranas de 600 y 150 Da.

Actividad antioxidante (mg

Etapa Membrana Corriente
Trolox/100 g muestra)
Aceite inicial - - 45.7+0.62
NF-E1 BO (600 Da) Retenido 31+1.0°
NF-E1 BO (600 Da) Permeado 96.5+1.0°
NF-E2 DMT1 (150 Da) Retenido 70.2+3.3¢

Se presenta la media + la desviacién estandar (n=3). Las letras diferentes indican que existe una
diferencia significativa de acuerdo a los resultados de la prueba Tukey (p < 0.05).

5.4.2. Primera etapa de nanofiltracion (NF-E1) usando una membrana de 600 Da
54.21. Retenido

Se determind la actividad antioxidante del retenido obtenido en la primera etapa de nandfiltraciéon

(NF-E1) la cual, se espera esta compuesta principalmente por glicéridos (diglicéridos y

triglicéridos). Como se observa en la Tabla 21, la actividad antioxidante del retenido fue de 31
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mg Trolox por 100 g de muestra, lo que representa una disminucion de aproximadamente 1.5
veces en comparacion con el aceite de semilla de cafamo inicial (45.7 £ 0.6 mg Trolox/100 g
muestra). Esta disminucién sugiere que, durante la nanofiltracion, compuestos con actividad
antioxidante, como tocoferoles y cannabinoides, fueron removidos en el permeado. Sin embargo,
a pesar de lo mencionado anteriormente, el retenido de esta etapa de nanofiltracién aiin muestra
actividad antioxidante, que puede atribuirse a la formacion de asociaciones quimicas entre
compuestos antioxidantes y lipidicos [68]. Estas asociaciones pueden estabilizar los radicales

libres, contribuyendo a la actividad observada.

54.22. Permeado
La actividad antioxidante del permeado de la etapa NF-E1, que incluyo la fraccién obtenida
durante la diafiltracién (mezcla de permeados), presentd un aumento significativo respecto al
aceite de semilla de cafiamo sin tratar. De acuerdo con los datos presentados en la Tabla 21, la
actividad antioxidante aumenté aproximadamente al doble, pasando de 45.7 a 96.5 mg
Trolox/100 g de muestra, con un incremento del 111% respecto al valor inicial. Este aumento
sugiere que los compuestos antioxidantes presentes en el aceite poseen, en su mayoria, pesos
moleculares inferiores al peso molecular de corte real de la membrana (PMCN = 600 Da), por lo
que lograron atravesar la membrana. Entre los compuestos de bajo peso molecular presentes en
el aceite de semilla de canamo de acuerdo a la literatura (Tabla 16) se encuentran los tocoferoles,
principalmente el y-tocoferol (416 Da), conocido por su potencial antioxidante. Asimismo, otros
compuestos que pudieron posiblemente contribuir a esta actividad fueron el cannabidiol (CBD,

314.47 Da) y algunos terpenos como el mirceno (136.23 Da).

Estos resultados indican que la membrana Borsig ONF-1, con un peso molecular de corte
nominal de 600 Da, permiti6 una separacion eficiente de los principales compuestos
antioxidantes del aceite. La presencia de estos compuestos en el permeado se reflejé en una
mayor actividad antioxidante, lo cual, destaca el potencial de la nanofiltracién como una técnica
viable para la concentracion de compuestos de interés. Cabe destacar que la actividad
antioxidante del permeado superé a la observada en varios aceites comerciales, como los

mencionados en la seccidon anterior.

5.4.3. Segunda etapa de nanofiltracion (NF-E2) usando una membrana de 150 Da
5.4.3.1. Retenido

Durante esta etapa del proceso, se esperaba que la concentracién de compuestos antioxidantes

en el retenido aumentara, lo que implicaria una mayor actividad antioxidante. Las fracciones

analizadas. No obstante, como se muestra en la Tabla 21, la actividad antioxidante del permeado
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(96.5 mg T/100 g muestra) obtenido durante la primera etapa de nandfiltracién (NF-E1) fue
aproximadamente 1.3 veces mayor que la del retenido (70.2 mg T/100 g muestra)
correspondiente a la etapa NF-E2. Este comportamiento puede atribuirse a diversos factores. En
primer lugar, la selectividad de la membrana de 150 Da, ya que probablemente permitioé el paso
de una fraccion de los compuestos antioxidantes mas pequefios hacia el permeado. No obstante,
es importante destacar que, pese a no alcanzar la actividad antioxidante del permeado NF-E1,
el retenido de la membrana de 150 Da mostré una actividad antioxidante 1.5 veces mayor que la
del aceite de semilla de cafnamo sin tratar, lo que indica que el proceso de fraccionamiento
permitié la retencién parcial de compuestos y representa una mejora respecto al aceite original.
Asimismo, es importante sefalar que las fracciones obtenidas (NF-E1 y NF-E2) fueron evaluadas
dentro de un rango similar de concentracion (10 a 55 g/L), lo que sugiere que las diferencias
observadas en la actividad antioxidante no se deben a la cantidad de muestra utilizada, sino a

una variacion en la composicién de las mismas.

Los resultados indican que la membrana DM150 logré retener compuestos con actividad
antioxidante; no obstante, esta fraccion no mostré un aumento significativo en dicha actividad en
comparacion con el permeado obtenido en la etapa NF-E1. Estos resultados sugieren la
necesidad de desarrollar membranas con una mayor eficiencia en la separacién de compuestos
de bajo peso molecular, empleando materiales alternativos que permitan optimizar el proceso y
obtener fracciones con una mayor actividad antioxidante, ademas de obtener buenos flujos del

permeado.

5.5. Actividad antimicrobiana del aceite crudo de semilla de canamo
y sus fracciones obtenidas por nanofiltracion

5.5.1. Crecimiento de microorganismos patégenos
Se trabajo con 3 microorganismos patégenos relacionados con enfermedades transmitidas por
alimentos (ETA): Salmonella typhi, Escherichia coli enteropatogena (ECEP) vy Listeria
monocytogenes. La Tabla 22 presenta el crecimiento alcanzado por L. monocytogenes a las 16
h 'y para E. coliy S. typhi a las 20 h de incubacion. Como puede observarse, el orden de
crecimiento de las 3 cepas fue alrededor de 107-10° UFC/mL, lo cual corresponde a los valores

reportados en estudios de evaluacion de actividad antimicrobiana [40,69,70].
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Tabla 22. Crecimiento de microorganismos patégenos a las 16 y 20 h de incubacion.

Microorganismo Crecimiento (UFC/mL)
Listeria monocytogenes? 9.3x10%+0.04
Salmonella tiphy © 1.5x10°+0.05
Escherichia col® 6.7x107£0.02

Se presenta la media * la desviacion estandar (n=3). Tiempos de incubacion: 16 h?, 12 hP.

5.5.2. Actividad antimicrobiana por el método de difusién en disco
Los resultados de la evaluacién de la actividad antimicrobiana de las fracciones obtenidas
mediante nanofiltracion, asi como, del aceite de semilla de cafiamo sin procesar, se presentan
en la Tabla 23. En estos ensayos, se determinaron los halos de inhibicion (en mm) contra L.

monocytogenes, S. typhiy E. coli a concentraciones de 1, 10 y 50 mg/mL.

En general, se observo que la actividad antimicrobiana fue dependiente de la concentracion del
extracto. No hubo inhibicién en ninguna de las fracciones ni del aceite a concentraciones de 1 o0
10 mg/mL. Solo a la concentracion de 50 mg/mL se presentaron halos de inhibicion, lo que indica
gue se requieren concentraciones elevadas para observar un efecto antimicrobiano. Asimismo,
se observa que el proceso de nanofiltracion con disolventes organicos fue eficaz, ya que permitié
concentrar compuestos bioactivos en algunas fracciones, las cuales mostraron actividad
antimicrobiana contra los patégenos evaluados, en los cuales el aceite sin procesar no presentd
ningun efecto, como es el caso de L. monocytogenes y S. typhi.

Tabla 23. Halos de inhibicién producidos por las fracciones de nanofiltracion contra microorganismos
patdégenos.

Microorganismo Listeria Salmonella Escherichia
patégeno de prueba monocytogenes typhi coli
Concentracion (mg/mL): 1 10 50 1 10 50 1 10 50
Etapa Corriente Halos de inhibicién (mm)
Aceite 0O o 1.1+0.22 0 0 02 0 0 O
NF-E1 Retenido 0 O 0.8+0.22° 0 0 18%0.0° 0 0 O
NF-E1 Permeado 0 O 0.4+0.4¢ 0 0 12¢05° 0 0 O
NF-E2 Retenido 0 O 0.3+0.5°¢ 0 0 1x08° 0 0 O
NF-E2 Permeado 0 O 0.2+0.3° 0 0 02 0 0 O

R: retenido, P: permeado, L: lote. Se presenta la media + desviacion estandar (n = 3). El analisis se
realizé de forma independiente para cada columna. Letras iguales indican que no hay diferencias
significativas entre los tratamientos, segun los resultados de la prueba de Tukey (p < 0.05).

El tratamiento mas efectivo contra L. monocytogenes, fue el aceite de cahamo sin procesar, con
un halo de inhibiciéon de 1.1 £ 0.2 mm, seguido del retenido de la primera etapa de nanofiltracion

(NF-E1), que presentod un halo de inhibicion 0.8 £ 0.2 mm (Figura 16). De acuerdo con la prueba
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de Tukey (p < 0.05), ambas fracciones presentaron diferencias significativas respecto al resto de
fracciones evaluadas. En el caso de S. typhi, el extracto crudo no presenté actividad
antimicrobiana, sin embargo, el retenido de la NF-E1 presentd un halo de inhibicion de 1.8 £ 0.0
mm, seguido del permeado de la NF-E1 con 1.2 + 0.5 mm de inhibicién y el retenido de la NF-E2
con 1.0 £ 0.8 mm. Para ECEP, no se observé actividad antimicrobiana en ninguna fraccion ni en

el aceite.

A diferencia de los resultados obtenidos en la evaluacion de la actividad antioxidante, el aceite
sin procesar y el retenido obtenido en la etapa de nanofiltracion NF-E1 presentaron la mayor
actividad antimicrobiana contra L. monocytogenes. En el caso de S. typhi, el retenido de la NF-
E1 mostré un halo de inhibicion significativamente mayor en comparacion con el resto de las
fracciones. Dado que estas fracciones se componen principalmente de glicéridos, es probable
que tanto estos compuestos como los acidos grasos que los integran contribuyan a la actividad
antimicrobiana observada. Mikulcova et al. [40] han sefalado que dicha actividad se asocia
principalmente a acidos grasos insaturados de cadena larga, como el acido oleico, linoleico y
linolénico. No obstante, con base en los resultados de la actividad antioxidante, se esperaba que
el permeado de la NF-E1 fuera una de las fracciones con mayor actividad antimicrobiana.
Asimismo, se anticipaba que el retenido de la NF-E2 presentara la mayor eficacia antimicrobiana.
Sin embargo, esta ultima fraccion no mostré diferencias significativas respecto al permeado de
la NF-E1.

Los resultados muestran que L. monocytogenes (Gram +) fue la mas susceptible, seguida de S.
typhi (Gram -), mientras que E. coli fue completamente resistente. Esta resistencia puede
explicarse por la presencia de una membrana externa de lipopolisacaridos presente en las
bacterias Gram negativas, la cual actia como una capa protectora haciéndola mas resistente a
los compuestos lipofilicos presentes en los extractos de aceite de canamo y sus fracciones
nanofiltradas [67]. Ademas, se ha reportado que la cantidad de lipopolisacaridos en la membrana
de las bacterias Gram negativas puede determinar la eficacia de algunos cannabinoides contra
ciertos microorganismos patégenos, esto es que cuanto mayor sea el contenido de
lipopolisacaridos, menor sera la probabilidad de que los cannabinoides ejerzan su actividad
antimicrobiana [67]. Sin embargo, a pesar de que S. typhi es una bacteria gramnegativa, diversos
informes han sefialado que suele ser mas susceptible a ciertos acidos grasos debido a la

composicion de su membrana celular. [71].

Ostapczuk et al. [67] han reportado que incluso pequefias cantidades de cannabidiol (CBD)

pueden tener actividad contra bacterias Gram positivas. Asimismo, Ali et al. [70] reportaron mayor
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actividad antimicrobiana del HSO frente a bacterias Gram positivas. Por su parte, Mikulcova et.
al [40] evaluaron la actividad antimicrobiana del aceite de semilla de cafamo contra
microorganismos Gram positivos y Gram negativos en donde se observé que ECEP fue uno de
los microorganismos mas resistentes (0.0 mm de inhibicion). Asimismo, estos autores, reportaron
halos de inhibicion para microorganismos Gram positivos como Bacillus cereus, Bacillus subtilis

y Micrococcus luteus en un rango de 2 a 3 mm.

Figura 16 Actividad antimicrobiana del extracto de aceite crudo de la semilla de cafiamo, asi como sus
fracciones obtenidas por nandfiltracion con disolventes organicos contra L. monocytogenes a una
concentracion de 50 mg/mL: a) Aceite sin procesar, b) NF-E1 R, c) NF-E2 R, d) NF-E2 P.

De acuerdo a estos resultados, se puede concluir que el aceite de semilla de canamo presenté
actividad unicamente frente al microorganismo patdégeno en alimentos L. monocytogenes, que
es un microorganismo Gram positivo , mientras que tuvieron poco o nulo efecto sobre células de
S. typhi y ECEP, bacterias Gram negativas. No obstante, es importante sefalar que los valores
de halo de inhibicién obtenidos fueron relativamente bajos, lo que sugiere una actividad
antimicrobiana limitada. Este resultado podria atribuirse a las caracteristicas de la muestra
utilizada, asi como a la baja concentracion de compuestos antimicrobianos presentes en la
muestra original. Se ha reportado que el HSO comercial contiene aproximadamente 10 mg/kg de

CBD, lo que podria ser insuficiente para generar una inhibicion significativa frente a bacterias
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Gram negativas [67]. Sin embargo, a pesar de ello, posteriormente, se recomienda caracterizar
los compuestos responsables de la actividad antimicrobiana observada. Se ha sugerido que otros
compuestos como acidos grasos, omega-3, tocoferoles y terpenos podrian contribuir al efecto
antimicrobiano [17,40,67].
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6. CONCLUSIONES

En la presente investigacion, se llevd a cabo la extraccion y refinacion de aceite de semilla de
canamo mediante nanofiltracion con disolventes organicos, asi como la evaluacion de su
actividad antioxidante y antimicrobiana. El analisis proximal mostré que la materia prima elegida
es una adecuada fuente de lipidos (52.5%). El proceso de extraccion sélido-liquido en dos etapas
utilizando hexano como disolvente, alcanzé una eficiencia del 97.6% bajo las condiciones
evaluadas (55°C, 3 horas, 200 rpm), considerando la extraccién Soxhlet como el modelo de

extraccion total, lo que mostré una alta eficiencia.

Para realizar el fraccionamiento y concentraciéon de los extractos hexanicos crudos, se
implementd un sistema de nanofiltracion (NF) con disolventes organicos de dos etapas. En la
primera etapa (NF-E1) se us6é una membrana de NF BO600 con un peso molecular de corte
nominal (PMCN) de 600 Da en un proceso de nanofiltracion seguido por diafiltracion. En la
segunda etapa (NF-E2) se empleé una membrana DM150 con un PMCN de 150 Da. Respecto
al desempeno del proceso, en la etapa NF-E1, la nanofiltracion demostré ser eficiente, con
valores de flujo 6ptimos (~147 + 2.8 L/m?h) y factores de rechazo superiores al 99%, permitiendo
una adecuada separacion de los glicéridos del aceite. Asimismo, el proceso subsecuente de
diafiltracién en esta etapa ayudé a la recuperacion de compuestos que no fueron removidos en

el proceso de nanofiltracion (44%).

Por otra parte, en la segunda etapa del sistema de separacion, se identificaron limitaciones
importantes en el uso de membranas de 150 Da (DM150), ya que, a pesar de permitir una
separacion de los compuestos presentes en el permeado de la primera etapa (~34%), el flux de

trabajo fue insuficiente para una operacion eficiente (1.55 + 0.42 L/m?h).

Con respecto a los resultados de actividad antioxidante, se observé que el aceite de semilla de
canamo sin procesar mostré resultados comparables con lo reportado en la literatura (45.7 mg
Trolox/100 g). Al evaluar la actividad antioxidante de las fracciones obtenidas mediante
nanofiltracion, se observd un incremento significativo en la misma, particularmente en el
permeado obtenido en la etapa NF-E1, usando la membrana BO600, donde se duplico la
actividad respecto a la muestra original (45.7 vs 96.5 mg Trolox/100 g). El retenido de la NF-E2
también presenté una mejora (70.2 mg Trolox/100 g), aunque menor a la del permeado NF-E1,

lo que indica que parte de los compuestos antioxidantes lograron ser concentrados.

En cuanto a la actividad antimicrobiana, aunque el aceite sin procesar no presenté actividad

significativa, la mayoria de las fracciones obtenidas por nanofiltracién mostraron inhibicién contra
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Listeria monocytogenes 'y Salmonella typhi a concentraciones en el orden de 50 mg/mL . Estos
resultados sugieren que la nandfiltracion es una técnica prometedora para concentrar

compuestos bioactivos con propiedades antioxidantes y antimicrobianas.

Finalmente, en esta investigacién se pudo comprobar el potencial de la nanofiltracidn como
herramienta para la concentracion de compuestos de interés. Uno de los aportes mas
significativos de este trabajo fue haber logrado, por primera vez en esta area de estudio, un
fraccionamiento del extracto lipofilico de aceite de semilla de cafiamo mediante nanofiltracién en
dos etapas que permitié lograr un fraccionamiento selectivo de los componentes del aceite.
Particularmente, la etapa NF-E1 (600 Da) no solo permitié remover eficientemente los glicéridos
de alto peso molecular, sino que también generd un permeado rico en compuestos antioxidantes,
cuya actividad antioxidante fue mas del doble respecto al aceite sin tratar. Asimismo, se evidencio
una mejora en la actividad antimicrobiana en las fracciones obtenidas, especialmente frente a L.
monocytogenes y S. typhi. En el caso de la etapa de nandfiltracién de alto refinamiento (NF-E2),
que involucra una separacion en el orden de los 150 Da, el proceso mostré problemas técnicos
importantes relacionados al desempefio del flujo volumétrico del permeado; tales limitaciones
pueden impulsar una nueva linea de investigacion enfocada en la creacién de nuevas
membranas de nanofiltracion para la separacion de compuestos organicos no polares, que
tengan productividades volumétricas adecuadas para su escalamiento a nivel comercial. En
general este proyecto cumplié con los objetivos planteados al concentrar los compuestos
presentes en el aceite de semilla de cafhamo y se puede aplicar para realizar separaciones de
distintos tipos de compuestos bioactivos a nivel industrial, y con eso la posibilidad de potenciar
la produccion de extractos con propiedades nutracéuticas, cosméticas o farmacoldgicas,
contribuyendo al desarrollo de ingredientes naturales con aplicaciones especificas en la industria

de alimentos.
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7. PERSPECTIVAS

El presente trabajo evalué la actividad antimicrobiana y antioxidante del aceite de semilla de
canamo y de sus fracciones obtenidas mediante nanofiltracion con disolventes organicos. Para
conocer qué compuestos son los que presentan dicha actividad, se propone como siguiente paso
la identificacion y cuantificacion de los compuestos bioactivos presentes en las fracciones de
permeado y retenido (Etapas 1y 2) mediante cromatografia de liquidos de alta eficiencia (HPLC),
asi como el analisis del perfil de acidos grasos mediante el método FAME. Asimismo, se
considera necesario el desarrollo de nuevas membranas con un menor peso molecular de corte,
que permitan optimizar el flujo durante la nandfiltracion, especialmente cuando se emplean
disolventes no polares como el hexano, aumentando la selectividad y dando lugar a procesos
mas eficientes, asi como también identificar con precisién los componentes limitantes del
sistema, particularmente la interacciéon soluto-disolvente, que pueden afectar directamente la
compatibilidad con las membranas. Asimismo, se recomienda el procesamiento por
nanofiltracion de otras partes de la planta de cafiamo, como las hojas, tallos o flores, las cuales

también son ricas en compuestos bioactivos

Finalmente, se propone para desarrollos futuros, evaluar otras propiedades bioldgicas relevantes
(antiinflamatorias, anticancerigenas, anticonvulsivas, analgésicas, antieméticas, entre otras). de
las fracciones obtenidas por nandfiltracién. La caracterizacion de estas fracciones permitira tener
una perspectiva mayor respecto a la aplicacion de estas en la industria alimentaria, farmacéutica

0 cosmética como ingredientes funcionales o compuestos bioactivos de alto valor agregado.
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9. APENDICE

A. Actividad antioxidante

A.1. Curva para el calculo de ICs por el ensayo de DPPH del aceite de semilla de cafamo.
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A.2. Curva para el calculo de ICs por el ensayo de DPPH del Trolox.
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A.3. Curva para el calculo de ICs por el ensayo de DPPH del permeado de la primera etapa de
nanofiltracion (600 Da)
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A.4. Curva para el calculo de ICsy por el ensayo de DPPH del retenido de la primera etapa de

nanofiltracion ( NF-E1)
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A.5. Curva para el calculo de ICs por el ensayo de DPPH del retenido de la segunda etapa de

nanofiltracion (NF-E2)
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A.6. Actividad antioxidante de las fracciones obtenidas por nandfiltracién con disolventes

organicos.

Actividad antioxidante de las fracciones
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