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Abstract- The aim of this investigation was to determine the antioxidant and antimicrobial activity of free and bound
phenolics compounds of sesame seeds. Two sesame seeds (clear and black) were milled to obtain free and bound extracts, to
which were used to analyze for total phenolic content, antioxidant and antimicrobial activity. Bound extracts in both sesame
seeds presented higher content of total phenolics, antioxidant activity, also showed a greater ability to inhibit the Salmonella
growth, very similar to gentamicin control at 6 h of incubation. Sesame seeds represent a good consumption alternative of
naturally occurring antioxidants compounds with antimicrobial potential.
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Resumen- El objetivo de la presente investigacion fue determinar la actividad antioxidante y antimicrobiana de
compuestos fenolicos libres y ligados de semillas de ajonjoli. Se utilizaron dos semillas de ajonjoli (claras y negras) las
cuales fueron molidas para la obtencion de extractos libres y ligados, a los que se les determind el contenido de fendlicos
totales, actividad antioxidante y antimicrobiana. Los extractos ligados en ambas semillas de ajonjoli fueron los que
presentaron mayor contenido de compuestos fendlicos totales, actividad antioxidante, ademas, presentaron una mayor
capacidad de inhibicién del crecimiento de Salmonella, muy similar al control gentamicina a las 6 horas de incubacién. Las
semillas de ajonjoli representan una buena alternativa de consumo para obtencién de compuestos antioxidantes de origen
natural con potencial antimicrobiano.
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. INTRODUCCION

La semilla de ajonjoli (Sesamum indicum L), es una oleaginosa que pertenece a la familia de
pedaliaceas. El cultivo de esta semilla es de gran importancia alrededor del mundo debido a su alto
contenido de aceite (45-50%). Alrededor del 70% de su produccion mundial se utiliza en la extraccion
de aceite para diferentes usos, como producto alimenticio, y en la formulacién de multiples productos
cosméticos y farmacéuticos. Ademas el aceite de ajonjoli se caracteriza la presencia de lignanos,
principalmente sesamina, sesamolina, y sesamol, a los cuales se les han atribuido efectos benéficos a la
salud humana, incluyendo la capacidad de disminuir los niveles de colesterol y presion sanguinea,
antioxidante y anticarcinogénico [1-2].

Por otro lado, los componentes antioxidantes contenidos en harinas de ajonjoli desgrasado, obtenido
como subproducto después de la extraccion de aceite han atraido poco interés. Mas alla de su actividad
antioxidante, los compuestos fendlicos poseen propiedades antimicrobianas. Aunque existen estudios
sobre la capacidad antioxidante en semillas como el ajonjoli [3], sus propiedades antimicrobianas son
escasamente examinadas. La capacidad antimicrobiana de semillas (o sus extractos) es de suma
importancia, porque a pesar de la gran cantidad de técnicas de conservacion disponibles hoy en dia, la
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putrefaccion y el deterioro de los alimentos por microorganismos sigue siendo un problema que no ha
sido todavia completamente controlado.

Los cuadros de patologia digestiva transmitidas por agua y alimentos, siguen siendo una causa
importante de morbilidad e incluso mortalidad tanto en paises desarrollados como en vias de desarrollo.
El Centro para el Control y Prevencion de las Enfermedades (CDC) estima que en el 2011, cuarenta y
ocho millones de personas en EUA se enfermaron debido al consumo de alimentos contaminados, de
los cuales 128,000 fueron hospitalizados y 3000 murieron como resultado de enfermedades
alimentarias. Por otro lado en México, el Sistema Nacional de Vigilancia Epidemioldgica (SINAVE),
reporta anualmente poco mas de 4.7 millones de casos nuevos de infecciones intestinales [4-5]. Las
preocupaciones y los riesgos potenciales sobre el uso de antimicrobianos y antioxidantes quimicos
sintéticos, han renovado el interés de los consumidores en utilizar alternativas naturales y seguras.
Debido a esto es importante la busqueda de compuestos de origen natural capaces de contrarrestar el
desarrollo bacteriano, asi como crear un ambiente antioxidante al momento de su consumo.

El objetivo de la presente investigacion es determinar la actividad antioxidante y antimicrobiana de
compuestos fenolicos libres y ligados a la pared celular de semillas de ajonjoli.

. MATERIALES Y METODOS
A. Materiales

Como materiales se utilizaron semillas de ajonjoli (Sesamum indicum L) claras y negras, adquiridas
en un mercado de la localidad. También se utilizé una cepa de Salmonella (ATCC 13311).

B. Obtencion de extractos de fitoquimicos libres y ligados de harinas de ajonjoli

Para la obtencion de extractos de fitoquimicos libres y ligados de harinas de ajonjoli de ajonjoli, se
siguié la metodologia propuesta por Mora-Rochin y col [6]. Semillas de ajonjoli (100 g) fueron
previamente molturadas en un molino de martillos hasta obtener fragmentos de las semillas que pasara
por una malla 40-US (0.425 mm).

Se pes6 1 g + 0.5 de harina de ajonjoli y se homogenizé con 10 mL de una solucidn fria de etanol-
agua (80:20 v/v) durante 1 h a temperatura ambiente, utilizando un rotator a 50 rpm. Posteriormente la
mezcla fue centrifugada (3000 xg/10°C/10min) y el sobrenadante se recolectd y evapord hasta
sequedad en un rotavapor a 35°C. Los residuos de fendlicos fueron reconstituidos en metanol al 50% y
almacenados a -20°C hasta su posterior utilizacion. Las muestras fueron reconocidas como extractos de
fendlicos libres.

Los residuos resultantes de la centrifugacion durante la obtencion de fendlicos libres, fueron
hidrolizados por 30 y 60 min con 10 mL de NaOH 2M a 95 y 25°C, respectivamente en un bafio con
agitacion (60 rpm). La muestra hidrolizada fue acidificada con HCI concentrado antes de su remocion
de lipidos con hexano La solucion final fue extraida cinco veces con 10 mL acetato de etilo, y la
mezcla de esas extracciones fue evaporada hasta sequedad. Los residuos de los extractos fueron
reconstituidos con metanol al 50% y almacenados a -20°C. Las muestras fueron reconocidas como
extractos de fendlicos ligados.

C. Determinacion de compuestos fenolicos totales

El contenido de compuestos fenolicos de los extractos libres y ligados se determind utilizando el
método colorimétrico descrito por Singleton y col [7]. 20 uL de cada extracto se oxidaron con 180 mL
de reactivo de Folin-Ciocalteu (Sigma Chemical Co, St Louis, MO, EE.UU.). Después de 20 min, la
absorbancia del color azul resultante se midié a 750 nm utilizando un lector de microplacas (Synergy™
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de deteccién mdltiple, BioTek, Inc., Winooski, VT, EE.UU.). Se prepar0 una curva de calibracion
usando acido galico (Sigma Chemical Co., St Louis, MO, EE.UU.) como estandar y los fendlicos
totales se expresaron en mg equivalentes de acido galico (EAG) por 100 g de muestra (bs, base seca).
El contenido de compuestos fendlicos totales (CFT) se calcul6 mediante la suma de compuestos
fenolicos presentes en extractos de fenolicos libres y ligados. Todas las determinaciones se hicieron por
triplicado.

D. Determinacion de actividad antioxidante por el método ORAC y ABTS

La actividad antioxidante utilizando el ensayo de la capacidad de absorcion de radicales de oxigeno
(ORAC) fue determinada a los extractos hidrofilicos libres y ligados. EI ensayo ORAC determina el
grado de inhibicién antioxidante del radical peroxilo por la transferencia de atomos H [6, 8]. Este
ensayo incluye tanto el tiempo de inhibicion, asi como el grado de inhibicion de la oxidacion. Este
método esta basado en el grado de inhibiciéon de la fluoresceina (FL) como sustrato de oxidacion y
como agente oxidante el generador de radicales libres perolixo inducido por descomposicion térmica
del compuesto 2,2"-azobis(2-metilpropionamida) dihidroclorado (AAPH). La intensidad de FL
disminuye a medida que avanza la degeneracion oxidativa. Esta intensidad se registra durante 35
minutos después de la adicion del azoderivado (AAPH). La descomposicion de FL se mide en funcién
del retardo en el decaimiento de fluorescencia, respecto a la presencia o no del antioxidante. Las curvas
de caida (la intensidad de fluorescencia respecto al tiempo) se registran y el area entre las dos curvas de
caida (con o sin antioxidante) se calcula. Posteriormente, el grado de proteccion antioxidante mediada
se cuantifica utilizando el antioxidante Trolox (&cido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametil-croman-2-
carboxilico, un analogo sintético hidrosoluble de la vitamina E) como estdndar, para lo cual se
construye una curva estandar con diferentes concentraciones de Trolox. La solucion de FL (1.2mM) se
prepar6 pesando 39.87 mg de FL, disueltos en 100 mL de buffer de fosfato (PBS)(75 mM, pH 7.4),
posteriormente se almacend en condiciones de refrigeracidn en ausencia de luz. A partir de la muestra
de FL se prepard una solucion diluida (10uM). La solucién utilizada en este ensayo (0.1 uM) se
prepard diariamente, para lo cual se tomaron 0.25 mL de la solucion diluida y se le agregaron 25 mL de
PBS. La solucién de AAPH (200mM) se prepar6 tomando 0.207 mg de AAPH mezclandolos con 5 mL
de PBS. El estandar utilizado fue 1mM de solucion Trolox, la cual se prepar6 en PBS. Se tomaron 25
puL de muestra del extracto fendlico las cuales se diluyeron en buffer de fosfato 75 mM, fueron
transferidas a las celdas del espectrofotometro (lector de microplacas Synergy™), donde se les
adiciono 150uL de FL y 25uL de AAPH se mezclaron e incubaron a 37°C durante 30 min, la
determinacion de la fluorescencia se realizd en intervalos de 2 min durante 60 min (485 nm para
absorcién y 538 nm para emisién). Los valores obtenidos tanto para la muestras como para el control se
determinaron obteniendo el 4rea bajo la curva. Los valores se expresaron en umol equivalentes de
Trolox (ET)/100 g de muestra seca. Todas las mediciones se hicieron por triplicado.

Para la determinacion de actividad antioxidante por el método de ABTS se utilizaron los extractos
de compuestos fendlicos libres y ligados. El ensayo del acido 2,2-azinobis-(3-etilbenzotioazolin-6-
sulfonico) (ABTS) estd basado en la captacion por los antioxidantes del radical cation ABTS-+
generado en el medio de reaccion. El radical cation del ABTS posee una coloracién verde-azulada con
un maximo de absorcion a 415 nm y una serie de maximos secundarios de absorcion a 645, 660, 734,
815 y 820 nm. Dependiendo de la variante del método ABTS utilizada se emplean distintas longitudes
de onda, aunque las mas frecuentes son 415 y 734 nm; en este trabajo se emple6 una longitud de onda
de 734 nm. Para el desarrollo del método se suelen emplear dos estrategias; inhibicion y decoloracion.
En la primera los antioxidantes se afladen previamente a la generacion del radical ABTS-+ y lo que se
determina es la inhibicién de la formacion del radical, que se traduce en un retraso en la aparicion de la
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coloracion verde-azulada. En la segunda estrategia, los antioxidantes se afiaden una vez el ABTS-+ se
ha formado y se determina entonces la disminucion de la absorbancia debida a la reduccion del radical,
es decir la decoloracion de este. En este trabajo, para el desarrollo del método se empleé la estrategia
de decoloracion. Finalmente, el grado de proteccion antioxidante mediada se cuantifica utilizando el
antioxidante Trolox como estandar. Segun la metodologia, el radical ABTS+ se obtuvo tras la reaccion
de ABTS (7 mM) con persulfato potésico (2.45 mM) incubados a temperatura ambiente (25°C) y
oscuridad durante 12-16 h. Después la solucion de ABTS+ fue diluida con agua desionizada para
obtener una solucion de trabajo de ABTS+. La reaccion entre la solucion de trabajo de ABTS+ y
muestras con diferentes concentraciones fueron iniciadas y almacenadas a temperatura ambiente (25°C)
hasta que la reaccion fue completada. El radical ABTS+ sufrié decoloracion debido a la reaccion con
los antioxidantes. La disminucion de coloracion se monitore6 en un lector de microplacas (Synergy™)
a 734 nm y fue expresada como porcentaje de inhibicion de ABTS, la cual fue comparada con una
curva estandar de Trolox. Los datos se expresaron como pmol equivalentes de Trolox (ET)/100 g de
muestra seca. Todas las mediciones se hicieron por triplicado.

E. Determinacion de la actividad antimicrobiana

La determinacion de la actividad antimicrobiana de los extractos de compuestos fenolicos (libres y
ligados) en semillas de ajonjoli, se llevo a cabo espectrofotométricamente. Se inoculd una cepa de
Salmonella en medio RVBA vy se incubd a 35°C durante 24 h. Posteriormente se prepararon tubos de
cultivo con 9 mL de infusion cerebro corazén a los cuales se les agregé 1 mL de indculo preparado
anteriormente y 10 pL de extracto de fendlicos libres y ligados y se midi6 su densidad optima (DO) a
diferentes tiempos de incubacion (0, 1, 2, 3, 4, 5, 6 h) utilizando un espectrofotometro de celdas
(Genesys 10vis, Thermo Scientific) a 600 nm. Se agregd un control positivo (+) el cual contenia el
indculo en el medio de cultivo, un control negativo (-) el cual contenia el antibi6tico gentamicina y un
blanco (medio de cultivo sin indculo y sin extracto).

1. RESULTADOS Y DISCUSIONES
A. Determinacion de compuestos fendlicos, y actividad antioxidante en harinas de ajonjoli

Segun lo reportado por Yeo y Shahidi [9], la mayoria de los compuestos fenolicos se sintetizan en el
espacio intracelular, especialmente en el reticulo endoplasmico y son almacenados en las vacuolas
como compuestos fendlicos libres. Por otro lado, algunos otros compuestos fenolicos son transportados
desde el espacio intracelular y son localizados en las paredes celulares formando enlaces covalentes
con macromoléculas insolubles como celulosa, arabinoglicano, algunas proteinas y por auto-
polimerizacion.

Las harinas desgrasadas de ajonjoli claro y negro, utilizadas en el presente estudio, presentaron
valores de 192 mg EAG/100 g (bs) a 209 mg EAG/100 g (bs), respectivamente. En ambas harinas de
esta semilla, la fraccién ligada fue la mayor (Fig. 1). Tanto en la fraccion libre como en la ligada, la
harina de ajonjoli negro presento el mayor contenido de fenolicos totales.

En el caso de cereales, se ha demostrado que en su pericarpio contiene la mayor concentracion de
compuestos fendlicos, mientras en que en endospermo la concentracion de estos compuestos es menor
[6]. De la misma manera, en las semillas de ajonjoli claras y negras, el contenido de compuestos
fenolicos en su forma ligada (unidos a la pared celular y luego liberados mediante hidrolisis alcalina y
acida) fue mayor que la fraccion libre (69 % harina de ajonjoli claro; 74% harina de ajonjoli negro).
Shahidi y col [10], reportaron que en semillas de ajonjoli blanco y negro, la concentracion de
compuestos fendlicos en la cascarilla fue mayor que en la semilla entera. Los autores atribuyen a que
en el grano entero pudiese existir un fenomeno de dilucion que disminuyera la concentracion de
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fenolicos con respecto a la cascarilla. En nuestro estudio, los fendlicos ligados a la pared fueron
liberados mediante hidrdlisis alcalina y luego &cida, de esa manera nos fue posible cuantificarlos.

La Fig. 2. Muestra la actividad antioxidante de las harinas de ajonjoli mediante los métodos ORAC
y ABTS. En ambos métodos de actividad antioxidante, los extractos de harina de ajonjoli negro fue
mayor (ORAC: 8,601umol ET/100 g, bs; ABTS: 8,038 umol ET/100 g, bs) que en la harina de ajonjoli
claro (ORAC: 5,641 umol ET/100 g, bs; ABTS: (4,178 pumol ET/100 g, bs). Asi mismo la fraccion
ligada en ambos materiales y métodos fue mayor (ORAC: 63-65% en harinas de ajonjoli negro y claro,
respectivamente; ABTS: 63-65% en harinas de ajonjoli negro y claro, respectivamente).

B. Evaluacion de la inhibicién de crecimiento bacteriano

En la Fig. 3. Se presentan los gréficos del efecto de los extractos obtenidos de semillas de ajonjoli
blanco (Fig.3A) y negro (Fig.3B) sobre la evaluacion in vitro de la inhibicion del crecimiento de
Salmonella. 10 pL de extractos de fendlicos presentes en semillas de ajonjoli (claro: extracto libre=
49.83 mg EAG/100 g, bs; extracto ligado=141.67 mg EAG/100 g, bs; negro: extracto libre= 64.72 mg
EAG/100 g, bs; extracto ligado=144.31 mg EAG/100 g, bs) provocaron una disminucion en el
crecimiento de Salmonella a los diferentes tiempos de incubacion con respecto al control positivo, el
cual consistio en el indculo con el medio de crecimiento sin extracto ni inhibidor comercial.
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Fig. 1.Contenido de compuestos fendlicos totales en semillas de ajonjoli.
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Fig. 2. Actividad antioxidante en semillas de ajonjoli por diferentes métodos.

En los extractos obtenidos de ambas semillas de ajonjoli, los extractos de fendlicos ligados presentaron
la mayor inhibicion del crecimiento bacteriano, ademas, al llegar a las 6 horas de incubacion, los
extractos ligados tuvieron un efecto inhibitorio muy similar a lo observado utilizando el control
gentamicina (Fig. 3). Existen diferentes investigaciones en donde se reporta el efecto antimicrobiano de
compuestos fenolicos de diferentes materiales de origen vegetal como hojas de Lepechinia bullata [11]
y Murraya paniculata [12], productos derivados de frutas [13]. Sin embargo son pocos los reportes en
donde se evalua el efecto antimicrobiano de compuestos fendlicos presentes en granos o semillas como

el ajonjoli.
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Fig. 3.Efecto de fendlicos de ajonjoli claro (A) y negro (B) sobre crecimiento de Salmonella.
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Uno de los posibles mecanismos propuestos del efecto antimicrobiano de los compuestos fendlicos
esta relacionado con la inactivacion de enzimas celulares, la cual depende de la relacion de la
penetracion de estos compuestos a la célula del microorganismo o por cambios en la permeabilidad de
la membrana, esto es el principal factor en el mecanismo de la acciéon antimicrobiana, en donde los
compuestos fendlicos pueden romper la integridad de dicha membrana y causar la pérdida de la
integridad celular y una eventual muerte celular [14].

V. CONCLUSIONES

Los extractos de compuestos fendlicos hidrofilicos presentes en semillas de ajonjoli en sus dos
fracciones (libres y ligados), presentaron actividad antioxidante, asi como un efecto antimicrobiano
frente a una cepa de Salmonella. Asi mismo, las fracciones ligadas fueron las mayoritarias en las
semillas y presentaron mayor capacidad antioxidante y efecto antimicrobiano que las fracciones libres.

Este es un primer acercamiento a evaluar el efecto antioxidante y antimicrobiano de compuestos
fendlicos libres y ligados en semillas de ajonjoli. Debido a la escasa informacion existente sobre el
efecto antimicrobiano de compuestos fendlicos presentes en semillas de ajonjoli, es necesario realizar
mas estudios en donde se identifiquen los compuestos presentes en estas semillas y correlacionarlos
con el efecto antimicrobiano.
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