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RESUMEN

Ante la necesidad de producir alimentos con caracteristicas funcionales, se ha innovado
adicionando compuestos como los polifenoles y betalainas (pigmentos). El uso de des-
hechos de frutas hoy en dia representa una alternativa econémica para obtener com-
puestos bioactivos de interés alimentario. El objetivo de esta investigacion fue el desarro-
llo de un helado funcional formulado con extractos de la cdscara de la tuna (Opuntia
streptacantha). La extraccién se realizd con etanol (60%) y agua por maceracion y se
analiz6 su contenido en fenoles totales, flavonoides y betalainas. La extraccion con etanol
(60%) resulté con una mayor concentracion de fenoles totales, 19.98 mg equivalentes de
acido galico (EAG)/g; flavonoides, 14.72 mg equivalentes de catequina (ECAT)/g; beta-
lainas, 0.77 mg de betanina/g; 0.58 mg de indicaxantina/g. Para la capacidad antioxi-
dante, se determiné la capacidad de captar radicales de importancia bioldgica, obte-
niendo la concentracion efectiva media maxima (ECso pg/mL): H202 = 1141, ROO- = sin
reaccion, NO« =87, OH+ = 1017, Oz * = 26.9, HCIO = 1731. El estudio del extracto etant-
lico por GC-MS detect6 probucol, &cido hexadecanoico, 2-metoxi-4-vinilfenol, compues-
tos que se han asociado con caracteristicas benéficas a la salud. Se elaboraron dos for-
mulaciones de helado, una con azicar comun y la segunda con estevia, a estos helados,
se les afiadi6é 0.5%, 1% 6 1.5% del extracto etandlico de cascara de tuna. Se eligio, para
posteriores analisis, la formulacion con estevia y con la mayor concentracion (1.5%) de
extracto, debido a que presenta superior concentracion de fenoles totales, flavonoides
totales y betalainas, asi como una mejor capacidad de captar las especies reactivas de
oxigeno y nitrégeno, obteniéndose (ECso mg/mL): H202=45.34, NO+ = 0.432, OH+*=4.52,
02 » = 0.580. Esta formulacion, se sometié a andlisis quimico proximal, sensorial y de
vida de anaquel; obteniendo un contenido proteico de 4.5 g, grasas 14.1 g, carbohidratos
totales 2 g y un aporte caldrico de 152.7 kcal. Se alcanzé una calificacion hedénica global
aceptable, con una vida de anaquel de 6 meses. El helado funcional con estevia present6
una reduccion en kcal, en comparacion con el helado con sacarosa, tuvo aceptacion sen-

sorial positiva y demostré una eficiente captacién del radical NOe y Oze.

Palabras clave: tuna, helado, nopal, polifenoles, antioxidantes.
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ABSTRACT

Faced with the need to produce foods with functional characteristics, it has innovated by
adding compounds such as polyphenols and betalains (pigments). The use of fruit waste
today represents an economical alternative to obtain bioactive compounds of food inter-
est. The objective of this research was the development of a traditional functional ice
cream formulated with prickly pear peel extracts (Opuntia streptacantha). The prickly pear
peel was extracted with ethanol (60%) and water by maceration and its content in total
phenols, flavonoids and betalains was analyzed. Extraction with ethanol (60%) resulted
in a higher concentration of total phenols, 19.98 mg gallic acid equivalents (EAG)/g; fla-
vonoids, 14.72 mg catechin equivalents (ECAT)/g; betalains, 0.77 mg betanin/g; 0.58 mg
indicaxanthin/g. For the antioxidant capacity, the ability to capture radicals of biological
importance is limited, obtaining the maximum average effective concentration (EC50
pg/mL): H202 = 1141, ROQOe = no reaction, NO+ = 87, OH* = 1017, O2 » = 26.9, HCIO =
1731. The study of the ethanolic extract by GC-MS detected probucol, hexadecanoic acid,
2-methoxy-4-vinylphenol, compounds that have been associated with beneficial charac-
teristics for health. Two formulations of ice cream were made, one with common sugar
and the second with stevia, to these ice creams, 0.5%, 1% or 1.5% of the ethanolic extract
of prickly pear peel was added. For further analysis, the formulation with stevia and with
the highest concentration (1.5%) of extract was chosen, because it has a higher concen-
tration of total phenols, total flavonoids and betalains, as well as a better ability to capture
the reactive species of oxygen and nitrogen, obtaining (EC50 mg/mL): H202 = 45.34, NO-
=0.432, OH+ =4.52, O2 » = 0.580. This formulation was subjected to a proximal, sensory
and shelf life chemical analysis; obtaining a protein content of 4.5 g, fat 14.1 g, total car-
bohydrates 2 g and a caloric intake of 152.7 kcal. An acceptable global hedonic rating
was achieved, with a shelf life of 6 months. Ice cream functional with this pathway pre-
sented a reduction in kcal, compared to sucrose ice cream, had positive sensory ac-

ceptance and showed efficient scavenging of NO+ and O:- radicals.

Keywords: prickly pear, ice cream, nopal, polyphenols, antioxidants.
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|. ANTECEDENTES

1. ALIMENTOS FUNCIONALES

Se tiene registro de culturas antiguas indigenas y orientales que hacian uso de alimentos
con el objetivo de poder curar o aliviar determinada enfermedad. Durante la Edad Media,
los monjes escribian textos donde explicaban el poder curativo de algunos alimentos. No
fue hasta tiempo después, con el desarrollo de la farmacologia, que el uso de los alimentos
como medicina o paliativos, que perderian su importancia, no obstante, viene el resurgi-
miento de los alimentos como agentes curativos, ello respaldado con investigaciones cien-
tificas de hoy en dia. En el siglo XX, los alimentos funcionales surgen por motivos mera-
mente politicos, como planes de programas gubernamentales en la lucha contra el ham-

bre y el combate de enfermedades de paises industrializados (Sanchez et al., 2010).

El término alimento funcional, se uso6 por primera vez en Japon, en 1984, en aquel enton-
ces, el gobierno japonés asigné fondos para realizar investigaciones con alimentos fun-
cionales y fortificados o alimentos para el uso exclusivo de la salud. El gobierno japonés
ha etiqguetado a la comida funcional con el término FOSHU, el cual debe reunir tres requi-
sitos importantes: el primero, es que debe obtener una efectividad en estudios clinicos;
el segundo, demostrar seguridad en los estudios clinicos y no clinicos, y el tercero, la
determinacion de componentes efectivos o activos (Martirosyan & Singh, 2015).

Uno de los conceptos mejor explicados y aceptados a nivel mundial del término “alimento
funcional” segun Document, (1999) fue en el consenso de la Functional Food Science in
Europe (FUFOSE) donde se propuso que un alimento funcional debe demostrar de ma-
nera clara que posee un beneficio en la salud del ser humano, mas alla de los que ofrecen

los nutrientes contenidos en el alimento.

Un alimento funcional (Figura 1) tiene como principal objetivo reducir el riesgo de padecer
enfermedades como las cardiovasculares, el cancer, la osteoporosis, o el mejorar funcio-
nes fisiologicas como la digestion con el efecto prebiotico, por ejemplo. Mientras que los
suplementos alimentarios o dietéticos corresponden mas al tema de la farmacologia y no

tanto a la nutricién (Sanchez et al., 2010).
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Nutrientes Alimento natural Nutrientes

0 no nutrientes Nutrir: funcién primaria 0 no nutrientes
Funcién especifica Funcién preventiva
secundaria terciaria

Seleccion componente alimento

Cambio Variacion o cambio
disponibilidad de naturaleza
Eliminacion Adicion

Alimento funcional

Figura 1. Desarrollo de alimentos funcionales (Sanchez et al., 2010).

2. DESARROLLO Y CLASIFICACION DE LOS ALIMENTOS
FUNCIONALES

Para desarrollar un alimento funcional, se deben estudiar e identificar ciertos marcadores
con un determinado valor predictivo con respecto a sus beneficios potenciales para una
funcién objetivo o el riesgo de una enfermedad en particular, un marcador puede ser de
naturaleza bioquimica, fisiolégica, conductual o psicolégica y deben cumplir ciertas ca-
racteristicas como ser factibles, validos, reproducibles, sensibles y especificos. Por ejem-
plo, las muestras que se analizan son heces, suero, nivel de orina y los tejidos en funcién
del componente bioactivo consumido en diferentes concentraciones y posteriormente se
valora el nivel de bienestar o reduccion del riesgo de determinada enfermedad
(Roberfroid, 2011).

Martirosyan y Singh (2015) establecieron una serie de pasos a seguir para desarrollar un
alimento funcional hasta su comercializacion. Primero analizaron el vinculo entre un ali-
mento y los beneficios a la salud, después se ejecutan pruebas in vitro e in vivo y estudios

en humanos y se comprueba que no existan efectos secundarios a determinadas
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concentraciones del compuesto bioactivo. Ademas, se crea un vehiculo alimenticio apro-
piado para los compuestos bioactivos, se lleva a cabo su comercializacion y se informa
sobre los potenciales beneficios a la salud, del producto. Finalmente se realizan pruebas
en poblaciones para evaluar los efectos del consumo del producto a largo plazo y su

posterior efectividad, y se miden las actitudes publicas hacia la comida funcional.

2.1 NOPAL Y TUNA

El nopal (Opuntia spp.) es una planta cactacea del género Opuntia (figura 2), que se
desarrolla en regiones subtropicales semiéaridas alrededor del mundo, principalmente en
Chile, Italia, México, Sudafrica y Estados Unidos. Su importancia radica en la produccion
de forraje en relacion con la superficie total cultivada, México es el principal productor de

nopal (Séenz et al., 2006).

Reino Vegetal
Subreino Embryophyta
Division Angioserma
Clase Dicotiledoneae
Subclase Dialipetalas
Orden Opuntiales
Familia Cactaceae
Tribu Opuntiae
Subfamilia Opuntioideae
Género Opuntia
Subgénero Platyopuntia
Especie Varios nombres
Figura2.  Taxonomia del nopal (Bravo-Hollis, 1978).
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2.1.1 ORIGEN

Durante la llegada de los espafioles al continente americano, los frutos de Opuntia eran
ofrecidos a los espafioles como regalos, estos frutos eran dulces de color rojizo. La pala-
bra “tuna” viene del nativo “tun”. Hernan Cortez era consciente de la gran importancia
cultural y econdmica que representaba el nopal en la sociedad azteca, de hecho, la pala-
bra Tenochtitlan significa “nopal sobre una roca”. Ademas de como alimento, el pueblo az-
teca usaba diferentes especies de Opuntia con objetivos medicinales y para producir un
pigmento muy valioso de importancia comercial, extraido de un insecto que se desarro-
llaba en las pencas de los nopales llamada “cochinilla”. El nopal se dispersé por toda la
costa del mediterraneo y Africa, era una fuente importante de vitamina C ya que se les
daba a los marineros que padecian escorbuto. En el siglo XVIII se dispersé hasta China
y la India y en el siglo XX ya era conocido en Europa, Africa y Asia (Ochoa & Barbera,
2018).

El nopal fué una fuente de alimentacion para los pueblos precolombinos de América, en
el periodo 14 000-8 000 a. de C. Se tienen registros arqueoldgicos de restos de nopales
en cuevas, las especies de nopal comun, la O. ficus-indica, fue domesticada a partir de
especies silvestres como la O. megacantha y Streptacantha lemaire, aunque hoy en dia
por estudios moleculares se sabe que O. megacantha es la que dio origen a la especie
ficus-indica mediante seleccion artificial e hibridaciones realizadas por el hombre, todo
con el objetivo de obtener un cladodio de calidad para consumo humano y forraje para el
ganado tanto en peso, pulpa del fruto, y que no presentara exceso de espinas (Kiesling
& Metzing, 2018).

2.1.2 DISTRIBUCION

El nopal una vez introducido en Espafia se extendié por toda Europa, debido a que el nopal
es una cactacea que facilmente se adapta a climas calidos y desérticos, por lo que se
adaptaron a los climas calidos de Africa, Asia y Australia, convirtiéndose en plantas inva-
soras afectando a la biodiversidad propia de estas regiones, por otra parte, en 26 paises

ya estd naturalizado el nopal como una planta nativa propia de esa regiéon (Kiesling &
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Metzing, 2018). En México diferentes nopales silvestres se encuentran distribuidos prin-
cipalmente en los estados del norte y centro de México: Chihuahua, Baja California Norte
y Sur, Sonora, Nuevo Leo6n, estados como San Luis Potosi, Zacatecas y Aguascalientes
presentan una gran variedad de nopal silvestre en comparacion con los demas estados
de México (Scheinvar et al., 2009).

2.1.3 CARACTERISTICAS

El nopal tiene un sistema de raices que se distribuye horizontalmente de caracteristicas
xeromorficas y carnosas con el objetivo de sobrevivir a condiciones aridas y poca agua,
se extienden por debajo del suelo hasta 8 metros. La penca o cladodio posee yemas o
areas cortas llamadas “areolas”, contienen pelos y espinas; el tallo suculento con coértex
verde y no posee follaje, de forma oblonga o espatulada-oblonga de 30 a 40 cm de largo
o0 incluso mas grandes (70-80 cm) y de ancho 18 a 25 cm. Las espinas son rugosas y los
gloquidios son lisos de color blanco, las flores poseen caracteristicas Unicas como los
estambres, estos tienen forma de espiral, el pistilo posee cuatro o mas carpelos. El fruto
es una baya carnosa, tiene un ovario inferior que esta hundido en el tejido del tallo del
receptaculo, su cascara se origina en el receptaculo y tienen una morfologia similar con
su cladodio (Prat et al., 2018).

2.2 ESPECIES Opuntia

Segun Scheinvar et al. ( 2009) México posee 103 especies silvestres de Opuntia, 62 de
ellas endémicas. A continuacion, se describen algunas especies de nopal ubicados en
los estados de la republica Mexicana de acuerdo con Bravo-Hollis (1978) y CONABIO
(2018).

e Opuntia hyptiacantha. Nombre comun nopal chavena y cascarén, es un nopal que
alcanza los 2 a 3 metros de alto con ramificaciones, sus pencas son de color verde
amarillento con formas ovoides de 22 a 30 cm, areolas circulares, con espinas
blancas en punta transparentes de 3 cm de largo en pencas viejas, flores amarillas

y sus frutos presentan una coloracion roja con la cascara gruesa y pulpa roja. Esta
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especie se le encuentra principalmente en Aguascalientes (Bravo-Hollis, 1978;
CONABIO, 2018).

Opuntia joconostle. Llamado comunmente como tuna blanca o xoconostle. Es una
planta arborescente de 2 a 3 metros de altura, tronco definido de 20 cm de diame-
tro de color grisdceo, presenta una ramificacion extendida de pencas ovales sin
pelos, epidermis lisa de color verde claro ligeramente amarillenta. Tiene espinas
blancas, con longitudes variables; flores de color amarillas; los frutos son globosos
de 2 cm de diametro de pulpas acidas de color rosado, con olor ligeramente perfu-
mado. Distribuido en el Estado de México, Jalisco, Querétaro y Michoacan. A veces
se le encuentra en el Altiplano (Bravo-Hollis,1978; CONABIO, 2018).

Opuntia leucotricha. Llamado nopal duraznillo y “duraznillo blanco”. Esta es una
planta arborescente de 3 a 5 metros de altura con una condicion ramosa de tronco
por lo regular biendefinido, esta recubierto con unos largos pelos setosos blancos
y flexibles que miden hasta los 8 cm de longitud. Pencas oblongas de 15 a 30 cm
de largo. Areolas numerosas juntas entre si por 1 cm, con gloquidios amarillos en
la parte superior y espinas en la parte inferior. Las flores son de 5 a 8 cm de largo,
de coloracion amarilla. El fruto globoso mide de 4 a 6 cm de longitud y su color va
del blanco hasta el parpura; se le localiza en San Luis Potosi, Zacatecas, Durango,
Guanajuato, Querétaro e Hidalgo (Bravo-Hollis,1978; CONABIO, 2018).

Opuntia megacantha. Conocido comunmente como nopal blanco. Es una planta
de gran altura de 4 a 5 metros o incluso mas, con troncos lefiosos por lo regular
de forma definida, de pencas grandes de 40 a 60 cm de largo o mas, obovadas
hasta oblongos por lo regular oblicuos, de color verde obscuro. Areolas pequefias
distanciadas entre side 4 a5 cm, de 1 a 5 espinas aplanadas blancas, ligeramente
extendidas de 2 a 3 cm de largo a veces escasas. Presenta pocos gloquideos de
color amarillo. El color de las flores va del amarillo al anaranjado y miden alrededor
de 8 cm de ancho. Los frutos miden de 7 a 8 cm de largo y son de color amarillento.
Se encuentra en San Luis Potosi, Guanajuato y Zacatecas (Bravo-Hollis,1978;
CONABIO, 2018).
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2.3 Opuntia streptacantha

Especie de interés comercial y conocida con diferentes nombres como "tuna cardona”;
"nopal, cardon”, "nopal harton". Pertenece a las angiospermas dicotiledoneas de la fami-
lia de las cactaceas, endémica de México, de caracteristica arborescente, con ramifica-
ciones de hasta 5 m de alto, su tronco definido de 45 cm de didmetro, las pencas obova-
das miden 30 cm de longitud, son de color verde obscuro, presenta areolas pequeiias
cercanas entre si, tiene espinas distribuidas por toda la penca de color blanquecinas y
sus gloquidios son de color café rojizo. Se le cultiva y domestica para su consumo aunque
también de manera silvestre, crece en las laderas de los cerros, en corrientes pluviales,
y llanuras, es comun encontrarla en vegetacion de matorrales, donde coexiste con otras
especies del género Opuntia como O. leucotricha, O. megacantha, O. cantabrigiensis y

O. robusta.

Su distribucion se da en zona arida a lo largo del Altiplano. Se le encuentra en los estados
de Hidalgo, Querétaro, Guanajuato, San Luis Potosi, Aguascalientes y Zacatecas, hacia
el sur comenzando con el valle de México, Puebla y Oaxaca, al occidente con el estado
de Jalisco. Tiene una gran importancia econémica debido a que sus frutos (tunas) son
comestibles, se utilizan para la produccién de jugos, sus pencas suelen emplearse como
forraje para el ganado y consumo en forma de verdura (Bravo-Hollis, 1978; Aparicio-
Fernandez et al., 2017).

2.3.1 DESCRIPCION DE LOS FRUTOS

El nopal presenta flores de color amarillas hasta anaranjadas que miden de 7 a 9 cm de
ancho, sus frutos son pequefios comparados con los de ficus-indica, con 5 cm de didme-
tro cuyo color va del rojo obscuro, rosado intenso y amarillento tanto en la pulpa como en

su cascara (Bravo-Hollis, 1978; Aparicio-Fernandez et al., 2017).

2.3.2 COMPONENTES NUTRICIONALES

Los frutos del nopal tienen mucho valor comercial. Son muy aromatizados y tienen exce-
lentes propiedades nutricionales. Los frutos se utilizan para la fabricacién de productos

alimenticios como zumos, bebidas alcohdlicas, mermeladas y edulcorantes liquidos
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naturales. Una de las contribuciones mas valiosas de las frutas frescas de nopal a la dieta
es su contenido nutrimental (tabla 1) de carbohidratos, lipidos, fibra, minerales como el
calcio, magnesio, hierro y potasio, ademas de vitamina C. Ademas de sus propiedades
nutricionales, estos frutos contienen biocompuestos con diversas aplicaciones comercia-
les. Uno de estos compuestos es la betalaina, un pigmento que contiene nitrégeno soluble
en aguay gue se encuentra en altas concentraciones en los frutos del nopal en forma de

acido betalamico.

Tabla 1. Composicion nutrimental de la tuna fresca (USDA, 2019).

Componente Cantidad
Agua 875¢g
Proteina 0.73 g
Lipidos 05¢
Cenizas 1.64¢g
Carbohidratos totales 9649
Fibra total 3.6¢9
Calcio 56 mg
Magnesio 85 mg
Potasio 220 mg
Hierro 0.3 mg
Vitamina C 14 mg

El acido betalamico es la molécula base comun de los pigmentos betalainicos utilizados
como colorantes alimentarios naturales. Las betacianinas y betaxantinas contienen po-
tentes propiedades antioxidantes. La estructura quimica y la concentracién son muy va-
riables y dependen de la variedad, las etapas de maduracion y el tipo de tejido vegetal
(Yeddes et al., 2013). Otros compuestos bioactivos como los fenoles y los flavonoides

han sido identificados en la pulpa y cascara de la tuna del nopal (tabla 2).
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Tabla 2. Contenido de fenoles y flavonoides en pulpa y cascara de la tuna O. ficus-
indica (Corzo-Rios et. al, 2017).

Tejido Compuesto identificado

Pulpa Acidos fendlicos totales Ka-
empferol
Quercetina
Luteolina
Isorhamnetina Isorhamnetin-
glucosidos

Cascara del fruto Acidos fendlicos totales Ke-
racetina
Flavonoides totales
Isorhamnetina
Kaempferol

Patil & Dagadkhair (2019), analizaron la cantidad de acidos fendlicos, flavonoides y be-
talainas de varias especies de tuna fresca. En la tabla 3 se muestra un resumen de los
compuestos bioactivos de varias especies de tuna. O. stricta y O. ficus-indica destacan
por su elevada cantidad de acidos fendlicos, O. megacantha y O. ficus-indica por la can-
tidad de flavonoides totales, y O. stricta y O. ficus-indica por su elevada cantidad de be-
talainas. Ramirez-Ramos et al. (2015) analizaron pulpas de tunas de variedades mexica-
nas, y observaron concentraciones mas altas de compuestos fenélicos en las variedades
verdes, amarillas, anaranjadas y en algunas rojas, en la etapa de inmadurez horticola;
las especies O. megacantha de tuna morada y O. ficus-indica (jade) tuna roja destacaron
por su alta cantidad de betalainas en comparacion con otras variedades de tuna. También
Garcia-Cayuela et al. (2019) identificaron flavonoides en la pulpa y cascara de tuna mexi-

canas y espafolas.

La producciéon de compuestos fendlicos y flavonoides en el fruto de la tuna depende
mucho del sistema de riego, abono y factores climaticos, para asi obtener una tuna de
contenido nutricionale 6ptimo (Saenz et al., 2006). Las cantidades reportadas por varios
autores varian segun el area de cultivo, condiciones climéaticas, variedad del fruto y mé-

todos de extraccidén. Es bien sabido que las cascaras de los frutos externos que estan
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mas expuestas a la luz solar contienen una elevada cantidad de flavonoides en compa-

racion con las capas internas y pulpa (Suleria et al., 2020).

Tabla 3. Compuestos bioactivos en diferentes especies de tuna (Patil & Dagadkhair,

2019).
Especies Acidos Fendlicos Flavonoides Betalainas
Totales Totales
O. stricta 204.4 GAE/100g 9.8 mg QE/100g 80.1 (mg/100g peso

O. streptacantha

O. hyptiacantha

O. megacantha

O. albicarpa

O. ficus-indica

peso fresco
120 GAE/100g
peso fresco

33.4 mMol de
acido galico /g
130 GAE/100 g
peso fresco

40.8 mMol de
acido galico /g

218 mg GAE/
100g peso fresco

peso fresco
18.0 mMol de
guercetina /g

17.1 mMol de
guercetina /g
50.24 mg
guercetina/100g
peso fresco
17.2 mMol de
quercetina /g
19.4 mMol de
guercetina /g

fresco)
3.5 (mg/100g peso
fresco)

27 ug/g peso fresco

1  (mg/100g
fresco)

39.3 (mg/100g peso
fresco)

peso

*GAE: equivalentes de acido galico
*QE: equivalentes de quercetina

2.3.3 COMPUESTOS BIOACTIVOS DE LA TUNA O. streptacantha

Esta especie de tuna tiene caracteristicas silvestres, con un color rojo a violeta intenso.

De acuerdo con la tabla 4, se ha reportado que el contenido de betalainas es menor con

respecto a O. ficus-indica, mientras que el contenido de flavonoides es similar a ficus-

indica. El contenido en acidos fendlicos es similar a otra especie silvestre O. megacantha,

y estos varian de acuerdo a condiciones ambientales, la etapa de madurez y el trata-

miento postcosecha (Patil & Dagadkhair, 2019).
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Tabla 4. Contenido de compuestos bioactivos en la cascara de tuna O. streptacantha

con agua y etanol (Zourgui et al., 2020).

Polifenoles Flavonoides Taninos (mg
Totales Totales Catequina/g)
(mg Acido Galico (mg Catequina/g)
/9)
Agua destilada 12.78 8.95 1.98
Etanol 24.65 14.08 2.65

En una investigacion de Kuti (2004) se analizo el contenido de flavonoides de diferentes
especies de tunas en peso fresco, la cantidad de quercetina es mayor en las especies O.
lindheimeri (90.5 pg/g ), O. streptacantha (51 pg/g), O. ficus-indica (43.2 ug/g) y O. stricta
(9.8 ug/g). El flavonoide Kaempferol fué mayor en O. streptacantha (3.8 pg/g), seguido
de O. ficus-indica (2.2 pg/g) y O. lindheimeri (1.1 pg/g).

3. ANTIOXIDANTES

Un antioxidante es un compuesto que concentraciones bajas y en comparaciéon con un
sustrato oxidable, puede retrasar o prevenir la oxidacion del sustrato. Estos son sustan-
cias solubles en lipidos y solubles en agua. Los antioxidantes de origen vegetal en su
mayoria son de tipo hidrofilos como los compuestos fendlicos, glutation peroxidasa (GPx),
superoxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT), &cido Urico, lipoico, y ascorbico. Los anti-
oxidantes hidr6fobos estan vinculados a la membrana biolégica funcional y se encuentran
los carotenoides, vitamina K, fosfolipidos, tocoferoles y la ubiquinona. Los antioxidantes
se clasifican de acuerdo con su accion catalitica, como en enzimaticos y no enzimaticos.
Los enzimaticos tienden a ser muy especificos a sus especies reactivas al sustrato y po-
seen ciertos cofactores, los mas comunes son los SOD, CAT y GPx. Los no enzimaticos
no contienen ningun sustrato en especifico y por consecuencia podrian anular ciertos
efectos negativos de las especies reactivas del oxigeno como el glutation, proteinas (fe-
rritina, transferrina, ceruloplasmina, albimina), acido urico, acido lipoico y coenzima Q (Pi-
soschi & Pop, 2015; Haida & Hakiman, 2019).
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Los antioxidantes poseen un sistema de defensa que contribuye a evitar enfermedades
relacionadas con el estrés oxidativo contrarrestando a las nocivas especies reactivas de
oxigeno (ERO). Los antioxidantes evitan que los radicales libres provoquen estragos en
funciones celulares vitales del ser humano (Haida & Hakiman, 2019).

3.1 ESTRES OXIDATIVO Y RADICALES LIBRES

El estrés oxidativo es una condicion donde los radicales libres aumentan su concentra-
cibn de manera descontrolada y la concentracion de antioxidantes es relativamente baja
en el organismo. Los prooxidantes y radicales libres contienen mas de un electréon des-
apareado, es decir, que son moléculas inestables y muy reactivas. Las especies reactivas
de oxigeno (ERO) son por las rutas metabdlicas continuas en el sistema humano, las
ERO atacan y reaccionan con los almidones, grasas, proteinas y acidos nucleicos. La
fuente de produccién enddgena de las ERO son las mitocondrias, xantina oxidasa, infla-
maciones, fagocitosis, vias del acido araquiddnico, ejercicio extenuante, lesiones por is-
guemia, iones metalicos libres, el estallido respiratorio. Fuentes exdgenas son los conta-
minantes ambientales y la radiacion UV (Neha et al., 2019). Los radicales libres y agentes

oxidantes mas importantes son:

Hidroxilo (OH"). De caracteristicas reactivas, se convierten facilmente en grupos hidroxilo
y por consecuencia tienen una vida muy corta de 10-° segundos, todos los dias una célula
humana es atacada por un radical hidroxilo y otras especies de radicales. Este radical se
genera como un subproducto de la accion inmunitaria, como los macréfagos que generan
una importante cantidad de este radical cuando se exponen a patégenos y muy especi-
ficos a ciertas bacterias. Los efectos nocivos de este radical en la salud humana se vin-
culan con problemas autoinmunes neurolégicos cuando las células inmunes se activan
en exceso y producen una cierta toxicidad para las células vecinas sanas. El radical hi-
droxilo puede formarse por la radiacién de alta energia que provoca una divisién hemoli-
tica del agua corporal o del peroxido de hidrégeno enddgeno en procesos catalizados por
metales. La luz UV puede dividir el peroxidoy generar dos moléculas del radical hidroxilo
(Gulcin, 2020).
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Oxido nitrico (NO-). Se produce por la accion activa de los macréfagos que contribuyen en
la defensa inmune primaria. Funciona como un compuesto de sefalizacion formado enzi-
méticamente de la arginina, ademas que relaja los musculos lisos de las paredes de los
vasos sanguineos. Si se produce en exceso es citotdxico, y por consecuencias podria
reaccionar directamente con las biomoléculas o combinarse con el Oz para formar pero-
xinitrito (ONOO-) (Gulcin, 2020).

Peroxilo (ROO). Este radical se produce durante la peroxidacion de lipidos mediante la
eliminacién de un atomo de H de los acidos grasos poliinsaturados. Tienen una vida re-
lativamente larga con un grado de difusividad alto en los sistemas biolégicos. Los pro-
ductos generados en la peroxidacion lipidica son los radicales alcoxilo (RO) y los hidro-
peroxidos organicos (ROOH), este ultimo podria reorganizarse en intermedios de en-
doperoxidos, los cuales se dividen y dan origen a aldehidos, la reaccién de los aldehidos
con grupos amina de proteinas participan en la modificacién de la parte proteina de las

lipoproteinas (Guicin, 2020).

Peroxido de hidrégeno (H202). Es un agente oxidante, no es un radical libre, esta cons-
tituido por la reduccion de dos electrones de O2. En presencia de Oz y iones metalicos de
transicion el peréxido de hidrégeno puede generar €lién hidroxilo OH-, mediante la reaccién
de Fenton. Con la reaccién de Haber-Weiss produce OH" a partir de H202 y superéxido
Og, catalizados por iones de hierro. Estas dos reacciones son las principales fuentes de

produccion de radicales libres que provocan el estrés oxidativo y dafios celulares.
Fez + + H202 — Fe3 + + OH- + OH - (reaccion de Fenton).
O -2+ H202— 02+ H20 + OH - (reaccion de Haber-Weiss).

El peroxido de hidrégeno forma parte de los sistemas biolégicos y se produce natural-
mente en los organismos como subproducto del metabolismo oxidativo, las enzimas que
lo usan o descomponen se clasifican como peroxidasas. El peroxido de hidrogeno fun-
ciona como sustrato de la reaccion de Fenton y puede difundirse facilmente entre las
células vivas, debido al efecto de la enzima catalasa se transforma en agua comun. Se

sugiere que el perdxido de hidrégeno participa en transducciones de sefales en la
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regulacion de expresion de genes a través del factor nuclear y las vias de la apoproteina
-1 (Guicin, 2020).

Acido hipocloroso (HOCI). Pertenece y se clasifica dentro del grupo de las especies
reactivas del oxigeno que son sintetizadas por células del sistema inmune (neutrofilos y
macrofagos) en un proceso llamado "estallido respiratorio” durante la fagocitosis de anti-
genos. Durante el ataque de un patégeno a los tejidos los polimorfonucleares neutrofilos
y macréfagos entran en accion y la fagocitosis de los antigenos es el resultante de la
union e inicio del estallido respiratorio, el cual esta regulado por la NADPH oxidasa en la
membrana de la fagolisosoma. Se necesitan grandes cantidades de oxigeno molecular
para generar radicales libres. La enzima NADPH oxidasa fomenta una reduccion del oxi-
geno molecular catalizado en la membrana del fagosoma obteniéndose el anién supero-
xido (O2-) (Lafaurie et al., 2015).

3.2 BETALAINAS

Las betalainas son un grupo de 70 pigmentos aproximadamente, nitrogenados y solubles
en agua con estructuras de glucésidos, derivados de la 1,7-diazoheptametina, y se en-
cuentran divididos en dos grandes clases, los rojos o betacianinas, y los amarillos o be-
taxantinas. Visualmente muy parecidas a las antocianinas y flavonoides y anteriormente
se les conocia como “antocianinas nitrogenadas”. Estos pigmentos se les encuentra en
10 familias de plantas como, Aizoaceae, Amaranthaceae, Basellanaceae, Cactaceae,
Chenopodaceae, Didiereaceae, Holophytaceae, Nyctaginaceae, Phytolaccaceae y Portu-
laceae. También se les encuentra en hongos. Se albergan dentro de las vacuolas en las
células de flores, frutas, y hojas sobre la epidermis y subdermis. Las principales fuentes
de betalainas son el betabel, el amaranto, las frutas de cactaceas (tunas rojas, pitaya,
garambullo, jiotilla) (Badui, 2012).

Todas las betalainas tienen una estructura basica con respecto a su grupo sustituyente
(R1 y R2) que pueden ser sustituidos por un hidrégeno y un grupo aromatico con los
grupos sustituyentes (R1 y R2) que forman los distintos compuestos betalainicos (figura
3).
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Figura 3.
2018).
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Ejemplos de diferentes nombres y estructuras de betalainas (Hussain et al.,

El color de las betalainas se debe a la resonancia de los dobles enlaces, un sustituyente
llamado di-hidropiridina se conjuga con los dobles enlaces de la estructura, el &cido beta-
lamico que forma conjugado con las aminas y el cyclo-3-(3dihidroxyfenil) —L-alanina) lla-

mado el ciclo DOPA para formar a las betalainas. Mas de 100 betalainas son clasificadas




en 2 grupos (betaxantinas, betacianinas) ello depende de la ligadura R1-N-R2. La absor-
cion de longitud de onda que presenta las betacianinas rojo-purpura es de 540 nm, y de
480 nm para las betaxantinas. Las diferentes variedades de betaxantinas y betacianinas
depende de la variabilidad de sustituyentes aminoacidos en la cadena R1 y R2. Las be-
tacianinas se diferencian de las betaxantinas por sus grupos acilo y azucar (5-O-D-glu-
cosa). La estructura de las betaxantinas presenta una alta gama de conjugacion con ami-

noacidos (tirosina) y aminas (glutamina) en su molécula (Hussain et al., 2018).

3.2.1 BETACIANINAS

La aglicona betanidina es la columna vertebral de todo el grupo de betacianinas, glicosi-
lacion y acilacion de los 5-O- o0 6-O-glucosidos dan origen a las diferentes formas de
betacianinas. La betanina pertenece a este grupo y ha sido una de las mas estudiadas y
es extraida comunmente de la remolacha (Slimen et al., 2017).

La betanina es el pigmento de color rosa-violeta, es usado como aditivo alimentario con
el codigo E-162 y fue aprobado como seguro e inocuo por la Administracion de Alimentos
y Medicamentos (FDA). Las betacianinas extraidas del amaranto demostraron un alto
potencial para ser utilizadas como colorante natural en helados, bebidas, gelatinas, sal-
sas, sopas, chicles, mermeladas y yogures. El efecto del colorante en la aplicacion de
harinas comerciales de trigo se ha investigado para mejorar la calidad de este tipo de
alimentos (Choo, 2018; Miguel, 2018).

3.2.2 BETAXANTINAS

La unidad ciclo-DOPA de las betacianinas son sustituidas por un grupo amina o un ami-
noacido, en este grupo es muy comun la indicaxantina que es extraida del fruto del nopal
el cual fue el primer pigmento amarillo analizado e identificado y que posee un residuo
de prolina. Las betaxantinas contienen residuos de aminoacidos como la glutamina y me-
tionina. Las betaxantinas de color amarillo presentan una menor inestabilidad en compa-
racion con las betacianinas de color rojo y estas presentan isomerizaciones ante efectos

térmicos (Slimen et al., 2017).
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Las betaxantinas tienen la coloracién amarillo-naranja y se han utilizado en vinos para
darle un color adicional en combinacion con las betacianinas. La acelga arcoiris en sus
tallos posee una gran cantidad de betaxantinas como son la tri-amina-betaxantina, ala-
nina-betaxantina, histamina-betaxantina, asi como 3-metoxitiramina-betaxantina y se ha
estudiado su perfil bioactivo por su capacidad antioxidante, antiinflamatorio y desintoxi-

cante (Hussain et al., 2018).

3.2.3 MECANISMO DE ACCION

Las betalainas en las plantas atraen a los animales para que distribuyan las semillas de
la planta por medio de sus frutos y a los insectos para dispersar el polen. La coloracion
de las betalainas resulta desagradable para algunos herbivoros y sirven como protectores
contra la radiacién UV y como defensa ante patdégenos y virus. Las betalainas ejercen un
poder antiestrés por las altas temperaturas y funcionan como osmorreguladores (Hussain
et al., 2018).

Como compuestos bioactivos que benefician a la salud humana, las betalainas poseen
efectos mas alla de la aplicacion como colorantes en la industria alimentaria, estos meta-
bolitos secundarios también poseen propiedades bioldgicas beneficiosas para la salud,
tales como efecto antiinflamatorio, antioxidante, inhibidor del cancer de piel y pulmén en
ratones y propiedades quimiopreventivas (Sadowska-Bartosz & Bartosz, 2021).

Cierto tipo de betacianinas como la gomfrenina y las betaxantinas amarillas han demos-
trado tener una mayor capacidad antioxidante en comparacion con la vitamina C y ciertos
polifenoles como la rutina y la catequina. Las betalainas por la naturaleza de su estructura
guimica de tener grupos hidroxilo e imino, poseen la capacidad de captar radicales libres
como el ion peroxilo (ROO-) o el 6xido nitrico (NOe+). Estos radicales libres en exceso
desencadenan enfermedades degenerativas (Miguel, 2018).

3.2.4 CARACTERISTICAS DE ESTABILIDAD

La estabilidad de las betalainas es afectada por distintas variables en los alimentos, como
son el pH, la temperatura, la luz como una fuente de radiacion, la actividad acuosa y enzi-

matica (tabla 5), por ello la importancia de conjugarlo con antioxidantes como el acido
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ascorbico, BHT y BHA. Las betaxantinas tienen una velocidad de degradacion mas rapida
que las betacianinas. El color permanece estable en un rango de pH de 3 a 7, a pH
inferior de 3 el color cambia a violeta y la intensidad decrece y a pH mayor de 7 el color

es mas azulado (Flores-Mancha et al., 2019).

Tabla 5. Factores que influyen en la estabilidad de las betalainas (Flores-Mancha et

al., 2019).
Alto contenido de Bajo contenido de
pigmento pigmento
Alto grado de Bajo grado de
glucosilacién glucosilacién
Alto grado de acilaciéon Bajo grado de acilacion
Baja aw Alta a.
Agentes quelantes Enzimas degradantes
pH3-7 + Estabilidad betalainas - | pH <3 0 >7 |
Antioxidantes Cationes de metal
Baja temperatura Alta temperatura
Ausencia de luz Presencia de luz
Ausencia de O, Presencia de O.
Atmdésfera de N. Presencia H.O.

Las betalainas son sensibles a altas temperaturas y comienzan a degradarse por encima
de los 50°C. El efecto de las radiaciones en las betalainas son muy susceptibles a su
degradacion por fotoxidacion, aunque depende mucho del pH; a pH muy acido es mas
susceptible a degradarse en conjunto con la luz natural, esto afecta principalmente su
coloracién que va del rojo al amarillo-marrén debido a la formacién de neobetacianinas y
del acido betalamico. Si se encuentran iones metalicos como el fierro, cobre y aluminio,
se acelera la oxidacion por la presencia de oxigeno y se evita con el &cido citricoo EDTA
(Badui, 2012; Sadowska-Bartosz & Bartosz, 2021).

3.2.5 TOXICIDAD

Para evaluar la seguridad de las betalainas se han llevado diversos ensayos toxicologi-
cos, entre los que podemos citar a Krantz et al. (1979) quienes administraron betanina
(4-5 umol) por via torrente sanguineo sin que se registraran muertes. En otro estudio, se

alimentaron ratones con 2,000 ppm de betalainas durante 7 dias, no se detectaron
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alteraciones del peso corporal, falta de apetito, ni alteraciones patoldgicas graves en com-
paracion con grupos controles (Elbe & Schwartz, 1981). Se administro via oral, durante
seis semanas, jugo de remolacha a dieciocho hombres y doce mujeres, evaluando los
efectos en glucosa sérica, cortisol, insulina y el péptido C, no se detectaron efectos ad-
versos en la salud de los participantes, se normalizaron los niveles de insulina, cortisol y
se redujo la glucosa en sangre, por lo que podria ayudar a los enfermos diabéticos
(Olumese & Oboh, 2016).

Hasta hoy en dia, la mayoria de los estudios de las betalainas sobre actividad bioldgica,
biodisponibilidad y efectos sobre la salud han demostrado ser seguros, por lo tanto, la
Union Europea y la FDA de Estados Unidos de América en la seccién 73.40 del Titulo 21
del Cédigo de Regulaciones Federales (CRF) han aprobado su seguridad como colorante
rojo natural (Beetroot Red; EEC No. E 162) en productos alimenticios, farmacéuticos y

cosmeéticos (Sadowska-Bartosz & Bartosz, 2021).

3.3 COMPUESTOS FENOLICOS

Los compuestos fendlicos y polifendlicos son moléculas que se derivan del metabolismo
del acido shikimico y/o de los policétidos y terpenos, contienen un anillo aromatico con
uno o varios grupos funcionales hidroxilo —OH. Estan ampliamente distribuidos en el reino
vegetal, pertenecen a los llamados metabolitos secundarios, siendo los mas abundantes
en la naturaleza. Las frutas y verduras son los principales portadores, se han identificado
mas de 8,000 de estos compuestos y son parte esencial de la alimentacion humana. Los
fenoles y polifenoles le dan ese sabor astringente y amargo a las frutas, verduras y hojas,
son responsables de la coloracién de las flores y participan en funciones de defensa con-
tra los rayos ultravioleta, el ataque de bacterias, hongos, virus, asi como a dafos fisicos,
guimicos, y mecdanicos. Estos poseen propiedades antibacterianas, anticancerigenas y
antiinflamatorias, de esta manera dan proteccién contra enfermedades como el cancer,
diabetes, enfermedades cardiovasculares, hipertension, asma y envejecimiento. Tienen
la capacidad de funcionar como antibiéticos, pesticidas naturales y atrayentes de insectos
polinizadores (Gastélum & Ayora, 2016).
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3.3.1 CLASIFICACION Y ESTRUCTURA

Los compuestos fendlicos se clasifican de 4 formas distintas. Primero, la clasificacién
simple de flavonoides y no flavonoides. Segundo, con respecto al numero de anillos aro-
maticos que posee el compuesto fendlico. Tercero, de acuerdo a la estructura carbonada
se describe como estan organizados los atomos de carbono de la molécula, por ejemplo,
C6, C6 — C1, C6 — C3 — C6 etc. Cuarto, la mas especifica y utilizada de acuerdo a su
estructura quimica basica, se detallan de una forma mas especifica sus atomos (C, H, O),
grupos funcionales (anillos aromaticos, grupos hidroxilo, grupos ceto), saturaciones (enla-
ces simples, dobles) y cdmo se unen entre si (tabla 6) (Jacobo-Velazquez & Santana-
Galvez, 2018).
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Tabla 6. Clasificacion de compuestos fendlicos por estructura del carbono, nimero

de anillos aromaticos y estructura quimica basica (Jacobo-Velazquez & Santana-

Gélvez, 2018).

Nombre del Grupo Estructura del Numero de Anillos Estructura Quimica
Carbono Aromaticos Basica
Fenoles simples C Uno
e Do
Benzoquinonas @ -----
oo
Acidos fendlicos Ce—C1 @—CDOH
Aldehidos fenélicos -----
Gras
Acetofenonas Ce—C2
@-mma
Acidos =00 -
fenilacéticos @—*CHI—C{JOH
Acidos Ces—Cs3
hidroxicinAmicos ®7CH=CH{D{]H
Cumarinas ~ ----- E T
Fenilpropenos -
@—{ZHI—CHﬂ:H}
Cromonas  ----- : G
I
0
Naftoquinonas Ce—Ca O
O
Xantonas Ce—C1—Cs Dos ‘:’(\‘.0 l
)
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Estilbenos Ce—C2—Cs

T
Antraquinonas - O

Q
Flavonoides Ce—C3—Cs

O -

Isoflavonoides -
Neoflavonoides ----- .l iIr;JI
Lignanos (Ce—C3)2 Mdultiple
Neolignanos - Multiple
Catecol melaninas  (Ce)n Tres o mas Multiple
Ligninas (Ce—Cs)n Multiple
Biflavonoides (Ce—C3—Cs)2 Mdultiple
Taninos (Ce—C3—Cs)n Multiple
condensados

(Proantocianidinas)

3.3.2 LOS ACIDOS FENOLICOS

Este tipo de compuestos estan de forma libre en las plantas o unidos a diferentes com-
puestos por medio de uniones éster, éter o acetal. Estan clasificados en dos subgrupos,
representados por los acidos hidroxibenzoicos y derivados, y los acidos hidroxicinamicos
y sus derivados. Los acidos benzoicos incluyen a los acidos protocatequico, vainillinico,

siringico, elagico y galico, y los hidroxicindmicos estan los acidos p-cumarico, cafeico,
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ferulico y sinapico. Los acidos fendlicos forman parte de casi un tercio de los fenoles de
nuestra dieta y poseen propiedades antioxidantes, anti carcinogénicas, antiinflamatorias

y antimicrobianas (Gastélum & Ayora, 2016).

Son muy abundantes en frutas y verduras, aunque también en tés y cereales. Los acidos
fendlicos mas comunes son el acido elagico y se le encuentra en las fresas; acido salici-
lico en el albaricoque, ardndanos y el té negro; el &cido gentisico esté presente en citricos,
uvas y en algunos frutos como la berenjena, pimiento y pepino; el &cido gélico se le en-

cuentra en té verde, negro y en tés fermentados (Vuolo et al., 2019).

3.4 FLAVONOIDES

Los flavonoides son un grupo de polifenoles de los mas diversos, se originan de la ruta
del shikimato y del acetato (Gastélum & Ayora, 2016). Estos son compuestos fendlicos y
de los 8000 identificados en la naturaleza 5000 son flavonoides y se les encuentra en las
plantas en forma de pigmentos. Poseen un esqueleto de carbono de Ce-C3-Cs, donde un
anillo aromatico se une a un benzopirano restante. El anillo aromatico en el grupo benzo-
pirano se le llama anillo A, el anillo aromatico unido al grupo benzopirano se le llama anillo
B y al anillo O-heterociclico se le denomina anillo C, como se observa en la figura 4
(Jacobo-Veldzquez & Santana-Galvez, 2018).

Figura 4. Estructura quimica basica de los flavonoides y sus anillos A, By C (Jacobo-

Veladzquez & Santana-Galvez, 2018).

A partir de aqui se clasifican en tres grupos principales segun la posicion del anillo B:

flavonoides (2-fenilbenzopiranos), isoflavonoides (3-fenilbenzopiranos) y neoflavonoides
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(4-fenilbenzopiranos). Dentro de los flavonoides (2-fenilbenzopiranos) existe otra clasifi-
cacion en funcion al grado de oxidacion y saturacion del anillo C: flavanonas, flavonas,
flavonoles, dihidroflavonoles, flavan-3-oles, flavan-4-oles, flavan-3, 4-dioles (leucoanto-
cianidinas) y antocianidinas. Los isoflavonoides se dividen en 11 grupos: isoflavanos, iso-
flavonas, isoflavanonas, isoflav-3-enos, isoflavanoles, rotenoides, cumestanos, 3-arilcu-
marinas, cumaronocromos, cumaronocromonas y pterocarpanos (Gastélum & Ayora,
2016).

Existen otros compuestos naturales que se les conoce como flavonoides menores, los
cuales tienen un esqueleto carbonado de C6-C3-C6 y se dividen en cinco grupos: 2'-
hidroxichalconas, 2'-OH-dihidrochalconas, 2'-OH-retrochalcona, auronas y auronoles (Fi-
gura 5) (Jacobo-Velazquez & Santana-Gélvez, 2018).

Flavonoles. Dentro de este grupo se encuentra la quercetina, isoquercetina, kaempferol
y la miricetina, estos polifenoles son los mas reconocidos por sus propiedades antican-
cerigenas, antioxidantes, antivirales y antimicrobianas, altamente consumidos en la dieta
humana. Se les encuentra en la cebolla, frutillas, espinacas, coliflor, uva, brécoli, aceitu-
nas, manzanas, tomate, citricos y en especies como la pimienta roja, también en plantas
medicinales como la moringa, Acalypha indica, Azadirachta indica, Betula pendula, Can-
nabis sativa (Gastélum & Ayora, 2016).

Flavanoles. Dentro de los flavanoles se encuentra la catequina y la epicatequina. Estos
compuestos se les encuentra principalmente en el té verde, los granos de cacao, semillas

de uva, manzanas, albaricoques y bayas (Murkovic, 2016).

Flavononas. El compuesto liquiritdsido e isoliquiritésido cominmente en las raices del
regaliz (Glycyrrhiza glabra). El citroflavonoide se produce en el pericarpio de los citricos.
En las flavononas se encuentran compuestos polifendlicos como la naringenina, narin-
gina, hesperidina y eriodictiol, que tienen efectos neuro protectores, antiinflamatorios y
antioxidantes, ademas de ayudar a combatir el estrés oxidativo y el cancer (Gastélum &
Ayora, 2016. Barreca et al., 2017).

Antocianinas. Son pigmentos polares y de acuerdo a su pH son de color rojo, morado,

0 azules. Se les encuentra en las flores y frutas sobre todo en la piel de las fresas, moras
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azules, zarzamoras, cerezas, arandanos, uvas, petunias, frambuesas, cerezas y baya del
sauco. Sus agliconas o antocianidinas son la delfinidina, pelargonidina, cianidina, peoni-
dina, petunidina y malvidina. Tienen actividad antioxidante, antirradical, y anticanceri-
gena, tienen efectos para tratar la hipertension y problemas cardiovasculares (Gastélum
& Ayora, 2016; Murkovic, 2016).

Isoflavonoides. Se caracterizan por encontrarse principalmente en la soja y legumino-
sas, aungue también estan presentes en microorganismos, cumplen funciones en plantas
como precursores en la produccion de fitalexinas. De los compuestos mas comunes en-
contrados en los isoflavonoides estan la genisteina y la daidzeina, se le denomina fitoes-
trogenos debido a la funcién estrogénica en ciertos modelos animales. La genisteina pro-
duce variaciones hormonales y metabdlicas en humanos (Panche et al., 2016).

Chalconas. Incluyen a la arbutina, floretina, chalconaringenina y floridzina. Se les en-
cuentra en tomates, peras, guayabasy en el trigo. Tanto las chalconas e dihidrochalconas
tienen una coloracion amarillenta en flores, y estan distribuidas por raices, rizomas, hojas,
y semillas. Tienen actividad antimicrobiana, antioxidante, antiinflamatoria, antialérgica y

ataca a la malaria (Gastélum & Ayora, 2016; Panche et al., 2016).
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Figura 5. Estructuras quimicas basicas de las principales clases de: A) Flavonoides,

B) Isoflavonoides, C) Neoflavonoides, D) Flavonoides menores (Jacobo-Velazquez &
Santana-Galvez, 2018).
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4. HELADO

De acuerdo con la Norma Oficial Mexicana NOM-036-SSA1-1993 se define al helado
como un alimento hecho a base de ingredientes lacteos mezclados con grasas, vegeta-
les, frutas, huevo y derivados, saborizantes, edulcorantes y otros aditivos, esta mezcla
liguida lleva un proceso de agitacién y congelacion, aunque la parte de la agitacion puede

ser omitida (Figura 6).

El helado tiene sus origenes en Europa y posteriormente se introdujo en los Estados
Unidos por colonos ingleses, se cree que la formulacién proviene a partir de las bebidas
heladas. Fue en 1851 cuando se establecieron las primeras industrias del helado en Bal-
timore y Maryland en EE: UU, y esto gracias al desarrollo de las leches condensadas y
deshidratadas ademas de la introduccion del pasteurizador y homogeneizador, asi como
de congeladores mejorados y otros equipos de conservaciéon (Deosarkar et al., 2016).

4.1 CARACTERISTICAS Y DESARROLLO

El helado ha evolucionado gracias al desarrollo de la tecnologia actual, hacia el afio
de1920, fue cuando la industria del helado tuvo un crecimiento industrial sistematizado,
estableciendo las bases desde la fabricacion de sistemas de refrigeracién y transporte
del producto, ingredientes de mejor calidad y mayor conocimiento de su uso, la imple-
mentacion de sistemas de calidad en la industria del helado, un desarrollo en la fabrica-
cion de embalaje y distribucién eficiente, ademas la creciente publicidad para la promo-

cion y consumo del helado (Deosarkar et al., 2016).
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Figura 6. Diagrama de flujo de la elaboracion de un helado comun (Pintor-Jardines
& Totosaus-Sanchez, 2013).

Para obtener la consistencia adecuada de un helado comudn con sus caracteristicas ade-
cuadas al paladar debera realizarse un eficiente mezclado de los ingredientes liquidos y
sélidos a diferentes concentraciones y temperaturas, para dar paso a la pasteurizacion y
su posterior enfriamiento o0 maduracion y la incorporacion del aire por medio de un batido
conocido como el “overrun”, a partir de aqui debera mantenerse en congelacién (figura

6). El resultado sera una pasta semisélida cremosa y hiumeda (Fiol et al., 2017).

4.2 VALOR NUTRICIONAL

Uno de los componentes mas importantes del helado es la proteina, las proteinas prove-
nientes de la leche son de excelente calidad nutricional ya que contienen aminoacidos
esenciales como el triptéfano y la lisina, las proteinas glicosiladas promueven que el he-
lado sea mas compacto y suave. Dentro de los carbohidratos el azacar mas empleado es
la sacarosa, también contiene lactosa por su contenido de leche ya que esta representa

un tercio de la materia sélida en la leche, la lactosa promueve la asimilacion de mayores
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cantidades de calcio. Los lipidos representan aproximadamente el 11 % del total de un
helado comun, la mejor fuente de grasa lactea se encuentra en la nata fresca, aportan
acidos grasos saturados los cuales se encuentran en mayor proporcion en comparacion
con los monoinsaturados y poliinsaturados. En cuanto a los minerales el helado posee
una importante cantidad de calcio y fésforo que son de vital importancia en la dieta, ade-

mas posee vitamina A, Dy E, y la B12 (tabla 7) (Deosarkar et al., 2016).

Tabla 7. Contenido nutrimental de un helado comun sabor vainilla (USDA, 2019).

Nutriente Cantidad Nutriente Cantidad
Agua 619 Vitamina E 0.3 mg
Proteina 3.5¢g Vitamina D 8 Ul
Lipidos 11g Ac. grasos saturados 6.79 g
Carbohidratos totales 23.6¢ Ac. grasos mono- 297¢g
insaturados
Cenizas totales 09g¢g Ac. grasos poli- 0.452 g
insaturados
Fibra dietética 0.79 Colesterol 44 mg
Calcio 128 mg Aminoacidos -
Hierro 0.09 Triptéfano 0.045 g
Magnesio 14 mg Treonina 0.146 g
Fésforo 105 mg Isoleucina 0.195 g
Potasio 199 mg Leucina 0.316 g
Sodio 80 mg Lisina 0.258 g
Cobre 0.023 mg Metionina 0.081 g
Selenio 1.8 ug Cisteina 0.029 g
Vitamina C 0.6 mg Fenilalanina 0.157 g
Tiamina 0.041 mg Tirosina 0.155¢g
Rivoflavina 0.24 mg Valina 0.217¢g
Folato 5 ug Arginina 0.125¢g
Vitamina B 12 0.39 ug Prolina 0.326 g
Vitamina A 421 Ul Ac. glutamico 0.681 g




4.3 HELADOS FUNCIONALES

Hoy en dia se ha innovado en la generacion de nuevas formulaciones de helados funcio-

nales mediante la adicidbn de compuestos polifendlicos.

Gremski et al. (2019) realiz6 una formulacion de un helado funcional afiadiendo extractos
liofilizados de yerba mate (llex paraguariensis) toronjil (Melissa officinalis) y zacate limén
(Cymbopogon citratus) en el que se identificaron quercetina-3-rutinésido, hesperidina,
isoquercetina, acido cafeico y 5,7-dihidroxiflavona responsables de brindarle capacidad
antioxidante al helado. Samakradhamrongthai et al. (2020) crearon un helado a base de
semillas de pimienta negra (Piper nigrum) y canela (Cinnamomum verum) realizando una
prueba de DPPH y obtuvieron un valor de 129.4 mg eq de trolox /100 g, confirmando una

alta actividad antioxidante.

Aprovechando los residuos de las cortezas de frutas, Boger et al. (2019) obtuvieron ex-
tractos de la piel de la jabuticaba (Plinia cauliflora), agregaron un 15 % de extractos al
helado para aumentar su capacidad antioxidante y con una prueba de DPPH reportaron
un valor de 10.5 pyM Trolox/ g.
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II. HIPOTESIS

Al incorporar los extractos ricos en compuestos bioactivos de la cascara de la tuna de la
especie Opuntia streptacantha a un helado comun, se obtiene un alimento funcional con

caracteristicas antioxidantes.
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II.LOBJETIVOS

1. OBJETIVO GENERAL

Desarrollar un helado funcional tradicional, formulado con extractos de la cascara de la

tuna (Opuntia streptacantha).

2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.1 Estandarizar el proceso de extraccion de los compuestos bioactivos de la cascara de
la tuna (Opuntia streptacantha) utilizando como solventes agua y una mezcla agua-etanol
(60:40 v/v).

2.2 Determinar la concentracion de los compuestos fendlicos y betalainas presentes en

el extracto.
2.3 Determinar la capacidad antioxidante de los extractos.

2.4 Caracterizar quimicamente el extracto de la cascara de la tuna (Opuntia strepta-

cantha) con mejores caracteristicas antioxidantes.
2.5 Estandarizar el proceso de elaboracion del helado funcional.

2.6 Determinar las caracteristicas antioxidantes, nutrimentales y sensoriales del helado

funcional.
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IV. MATERIALES Y METODOS

1.1 COLECTA DE LA TUNA Y ANALISIS BOTANICO

La colecta de la tuna se realizé en el municipio de Amacueca en el estado de Jalisco, a
las afueras de un potrero con una geolocalizacion con coordenadas 19°56'00"N
103°04'00"0O donde se encontraban nopales arbolados de 2 a 3 metros de altura. El ana-
lisis botanico se llevo a cabo en las instalaciones del herbario de la facultad de biologia

de la UMSNH (EBUM) con muestras de cladodio y fruto del nopal recolectado.

Figura7.  Amacueca-Jalisco, lugar de la obtencion de tuna de la especie O. strepta-

cantha.
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1.2 DETERMINACION DE HUMEDAD Y LA CURVA DE SECADO

La determinacion de humedad se llevé a cabo de acuerdo con el Método de la NOM-116-
SSA1-1994, para esto, en capsulas de porcelana se pesaron 3 g de muestra fresca y se
colocaron en una estufa a 100 °C durante 3 h, se calcul6 la diferencia de peso inicial y

final de las muestras.

Se evaluo el tiempo de secado de la cascara de la tuna fresca mediante una curva de
secado a una temperatura de 50 °C a peso constante, esto para preservar los biocom-
puestos de la cadscara de la tuna y evitar su degradacién por temperatura (Flores-Mancha
et al., 2019).

1.3 OBTENCION EN POLVO DE LA CASCARA DE LA TUNA O.

streptacantha

1.3.1 SELECCION DE LA TUNA

Las tunas se recolectaron procurando elegir los frutos maduros con una coloracién entre
rojiza y rosa fuerte, de entre 2 a 5 cm de largo y 3 cm de ancho. Se descartaron tunas
con dafios ocasionados por insectos, rupturas visibles, apariencia de deshidrataciéon y

fermentacion (figura 8).
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Figura 8. Penca de nopal O. streptacantha con tuna.
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Las tunas se dejaron reposar en agua potable durante 1 h en una tina de plastico. Des-
pués se pasaron a una tina con agua con capacidad de 40 L, se le agregaron 50 mL de
una solucion de hipoclorito de sodio durante 30 min, por ultimo, los frutos se enjuagaron

con agua purificada para eliminar residuos de la solucion de hipoclorito.

Una vez que las tunas fueron lavadas, se les removieron las espinas manualmente hasta
eliminar los gloquidios y espinas. Con un cuchillo se le retiré la pulpa y después se separé

la cascara, esta a su vez se corto en cuadros de 2x2 cm para su posterior secado.

Las cascaras de la tuna se colocaron en bandejas de aluminio y se dejaron en un horno
(ECOSHEL® 9053 A) a 50 °C por 24 h (figura 9). Las cascaras deshidratadas se molieron

en una licuadora convencional. El tamizado se llevé a cabo con una malla # 40 (400 p).

Figura 9. Secado en horno de la cascara de tuna.

El polvo obtenido de la cascara de la tuna se almacend en frascos de vidrio ambar, ce-

rrados, a una temperatura de -10 °C, cuidando de no exponerlo a ninguna fuente de luz.
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1.3.2 COLORIMETRIA DE LA TUNA

Para medir la coloracion de la tuna se utilizé un colorimetro (BYK-6801), colocando una
muestra de 5x5 cm de cascara de tuna en un portaobjetos. Se calibré el equipo con un
patréon verde, para después realizar una lectura por triplicado. Para realizar la medicion
se considero el sistema de medicion de CIELab el cual hace uso de un sistema de coor-
denadas L* (claridad) con valores que van del O al 100, los valores a* y b* definen la
desviacion del punto acromatico a la claridad, hacia el rojo si a*>0 y hacia el verde si a*<
0 (Garcia-Cayuela et al., 2019) (figura 10).

Blanco
Lt
b* Amanllo
-a* a*
Verde o
b* Rojo
) Azul
Gris
(
Negro

Figura 10. Diagrama espacial del modelo CIElab (Dominguez-Soto et al., 2012).

1.4 EXTRACCION POR MACERACION

La extraccion de los compuestos bioactivos de la cascara de la tuna se realizé por mace-
racion segun la metodologia de Zourgui et al. (2020) con algunas modificaciones. Se usa-

ron dos solventes, agua y una mezcla de etanol-agua 60:40 (v/v).

Se tomaron 80 g de polvo de corteza de tuna y se colocaron en un matraz Erlenmeyer. A
un lote se le agregaron 320 mL de agua destilada y a otro lote la mezcla etanol-agua
60:40 (v/v), se cubrieron con papel aluminio. Para lograr una eficiente extraccion de los

compuestos bioactivos, los matraces con las muestras se colocaron en una plancha de
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agitacion (Cscientific cvp-2000p) por 24 h a temperatura ambiente. Después del tiempo

trascurrido las muestras fueron decantadas. Las extracciones se realizaron por triplicado.

Las muestras se filtraron con papel filtro Whatman® No. 42 (figura 11). Se realiz6 un la-
vado del material sobrante en el embudo agregando 320 mL de solvente para ambos

lotes (agua destilada para el lote 1 y etanol-agua para el lote 2).

Figura 11. Muestras de agua y etanol-agua filtrandose.

Finalmente, una vez recuperado el liquido filtrado, se almacend en frascos de vidrio ambar

a una temperatura de -10 °C.gm

1.5 CONCENTRACION DEL EXTRACTO POR EVAPORACION

Para concentrar el extracto diluido en los solventes de agua y etanol-agua 60:40 (v/v) se
requirio de un rotaevaporador con bomba de vacio (Vante RE 100-Pro). Las muestras se
colocaron en un matraz de bola de 1 L en una tina con agua a temperatura de 50 °C a 40
rpm. Cada muestra contenia 640 mL de muestra, se logré evaporar y recuperar el extracto

concentrado de 5 a 6 h con el rotaevaporador (figura 12).
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Figura 12. Concentracion del extracto en rotaevaporador.

El extracto obtenido se coloco en frascos de vidrio sellados, aislados de la luz, a tempe-
ratura de -10 °C hasta su uso para el andlisis de los compuestos bioactivos y capacidad

antioxidante (figura 13).

Figura 13. Extracto concentrado de tuna.

1.6 CONTENIDO DE FENOLES TOTALES

Se preparé una mezcla con 2 mL de Na2COs, 2.5 mL de reactivo de Folin y 500 pL de
extracto, se disolvieron los extractos en una solucién de 50:50 (v/v) de H20/Et. Se colocé

a bafio maria durante 10 min a 50 °C y se midi6 la absorbancia a 750 nm. La
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determinacién del contenido total de fenoles se llevé a cabo mediante una comparacion

con una curva de calibracién usando acido géalico (Hernandez-Carranza, et al., 2019).

1.7 CONTENIDO DE FLAVONOIDES TOTALES

Para determinar el contenido de flavonoides totales, se agregaron en un tubo de ensayo
2 mL del extracto [1 mg/mL] y una solucién al 2% de AICIs, posteriormente se agitd por
unos minutos, se incubo durante 1 h a 20 °C, con el espectrofotometro se tomo lectura a
una absorbancia a 415 nm. Se evalué comparando con una curva de calibracion de quer-

cetina como elemento estandar (Zhishen et al., 1999).

1.8 CONTENIDO DE BETALAINAS

Para evaluar el contenido de betalainas se prepararon los extractos diluidos con tampon
Mcllvaine (pH 6.5), se tomé lectura a una absorbancia de 535 y 483 nm. Los resultados
se expresaron en equivalentes de betanina e indicaxantina. Para los célculos se tomaron
en cuenta los siguientes datos: betanina con peso molecular de 550 g/mol, y un coefi-
ciente de extincion molar de 60.000 L / mol /cm, mientras que para la indicaxantina un
peso molecular de 308 g/ mol, y un coeficiente de extincion molar de 48.000 L / mol /cm.
Los datos se sustituyeron en la ecuacion 1, donde BC es el contenido de betalaina (mg /
g), A es el maximo de absorbancia, DF es el factor de dilucion, MW es peso molecular (g
/ mol), L es la trayectoria de la celda (1 cm), E es la extincidn coeficiente molar (Stintzing
et al., 2005).

Ecuacion 1

1000

BC = A+ DF « MW
* * *L*E

1.9 CAPACIDAD ANTIOXIDANTE

Para evaluar la capacidad antioxidante del extracto de la cascara de la tuna Opuntia
streptacantha, se realiz6 mediante espectrofotometro visible, evaluando la caracteristica

de captar especies oxidantes con relevancia biolégica, estas especies oxidantes son el
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anion superoxido, peroxilo, hidroxilo, acido hipocloroso, peroxido de hidrégeno y oxido

nitrico.

1.9.1 CAPACIDAD DE CAPTAR RADICALES PEROXILO (ROO-)

Para determinar la capacidad de captacion del radical peroxilo (ROO-) se prepararon 10
mL de los extractos a diferentes concentraciones [200 a 4,000 ppm] con una solucion de
Et/H20. Se mezclé una solucién con 1.5 mL de piragol rojo (30 uM) con 150 pl de solucién
de los extractos a diferentes concentraciones, asi como el patron Oligopin a diferentes
concentraciones en los tubos de ensayo, después se afiadieron 25 ul de 2-azobis (2-me-
tilpropionamidina) dihidrocloruro (AAPH) [600 mM], se colocaron en bafio maria a 37 °C
durante 2 h, se midié la absorbancia a 540 nm. El porcentaje de inhibicién se calculd con

la ecuacion 2 (Lépez-Alarcén & Lissi, 2005).

Ecuacion 2

A extracto inicial — A extracto final

% inhibicién =1 —
% inhibici A control inicial — A control final

Donde:
A extracto inicial: absorbancia de la solucién de extracto sin AAPH (se sustituyé con 50

uL de agua destilada) y sin incubacion.

A control inicial: absorbancia testigo (es decir, sin extracto, por tanto, se sustituyé con
150 pl de Et/H20 1/1).

1.9.2 CAPACIDAD PARA CAPTAR EL ANION SUPEROXIDO (02’

La capacidad para captar el anion superoxido («O2’) se evalu6 mediante un método no
enzimatico descrito por Nishikimi et al. (1972). Se prepararon 20 mL del extracto a dife-
rentes concentraciones [1,500 ppm] y el patréon quercetina [200 ppm]. Se mezclaron 1 mL
de nitroazul de tetrazolio (NTB) 1 mL de NADH y 1 ml de extracto. Para generar la reac-
cion se inicié con 150 pl de metosulfato de fenazina (PMS), y se colocé en bafio maria

durante 15 min. Se tomé lectura de la absorbancia de las soluciones mediante un
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espectrofotometro con una longitud de onda a 560 nm. Se usoé la ecuacion 3 para calcular

el porcentaje de inhibicién.

Ecuacion 3.

N A — A,

% inhibicion = A, [ ]
Ay

Ao: absorbancia testigo, se reemplazoé la solucion de extracto por 1 mL de disolvente

utilizado en la preparacion de los extractos.
Az1: absorbancia de las soluciones con extracto.

A2: corresponde a la absorbancia de una mezcla compuesta de 1 mL de la solucion de
extracto, a la que se le agregaran 2.150 mL de solucién de tampon fosfato salino.

1.9.3 CAPACIDAD PARA CAPTAR EL RADICAL OXIDO NiTRICO (NO-)

La captacion del radical se determiné por el método descrito por Sreejayan, (1997). Se
prepararon los extractos con nitroprusiato de sodio [10 mM] en tampon fosfato ([0,5 M],
pH 7,4) con 0.5 mL de muestras con los extractos [500 ppm] y el patrén clircuma [250
ppm] a diferentes concentraciones y luego incubados a 37 °C durante 2.5 h. Después se
agregaron 0.5 mL de reactivo de Griess y se dejaron en reposo a temperatura ambiente
durante 1 h. La absorbancia se midié a 548 nm y el porcentaje de inhibicion se calcul6

con la ecuacion 4.

Ecuacion 4

Ac — As
x 100

% inhibicion =

Donde Ac y As son la absorbancia del control y de la muestra respectivamente.
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1.9.4 CAPACIDAD PARA CAPTAR EL PEROXIDO DE HIDROGENO
(H202)

Se prepararon 20 mL del extracto con diferentes concentraciones [1,500 ppm], y el patrén
acido galico [500 ppm], a 1.7 mL de la solucién del extracto y patron (ac. galico), se afiadie-
ron 600 pl de solucién de H202 [40 mM], se dejaron reposar a temperatura ambiente
durante 3 min. Se midio la absorbancia de las soluciones con el espectrofotometro a una
longitud de onda de 230 nm. El porcentaje de inhibicién se calculé con la Ecuacion 5
(Ruch et al., 1989).

Ecuacion 5

A — 4,
4o

% inhibicién = A, —
Donde:

Ao: absorbancia testigo, corresponde a 1.7 mL de la solucién tampoén fosfato salino.

A1 absorbancia de las soluciones con los extractos.

A2: corresponde a la absorbancia de una mezcla compuesta de 1.7 mL de la solucién de

extracto a la cual se le afiadieron 600 pl de solucién tampdn fosfato salino.

1.9.5 CAPACIDAD PARA CAPTAR AL ACIDO HIPOCLOROSO (HCIO)

Para calcular la capacidad para inhibir el acido hipocloroso se utilizé la metodologia de
Aruoma & Halliwell (1987) con ligeras modificaciones. Se agregaron en un tubo de en-
sayo 1 mL del extracto a diferentes concentraciones [2,500 ppm] y un patron vitamina C
[150 ppm], en 1mL de HCIO [18 mM] en tampodn fosfato salino (PBS), se dejé reposar
durante 15 min a bafio maria a 37 °C, se agregdé 1mL de catalasa [1 mg/mL] durante 15
min a 37 °C. Se tomo lectura a unalongitud de onda de 245 nm. La capacidad de captacién
del acido hipocloroso se midi6 de acuerdo a la Ecuacion 6, mediante la comparacion de
este valor con la diferencia de la absorbancia de la catalasa menos la absorbancia de la
catalasa mas HCIO en presencia del extracto y se incluyé un patron (vitamina C) con alta

capacidad de captar el HCIO.
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Ecuacion 6

% actividad — (A catalsa — A catalsa + HOCl + extracto)

1.9.6 CAPACIDAD PARA CAPTAR EL HIDROXILO (OH")

Para calcular la capacidad de captaciéon del radical (OH+) se determind por el método
formulado por Smirnoff & Cumbes (1989). Se prepararon las soluciones de extractos a
diferentes concentraciones [1,500 ppm] y el patron &cido gélico [500 ppm]. En tubos de
ensayo se agrego 1 mL de la solucién de extracto, 300 pl FeSO4 [8 mM], 250 uL de H20:2
[20 mM]. Para comenzar la reaccion se adiciond 1 mL de la solucién de acido salicilico [3
mM] y luego se incubd a 37 °C por 30 min, después, se agregé agua destilada hasta 450
ul, se centrifugé durante 15 min a 3,500 rpm, se recuperé el sobrenadante y se midio la
absorbancia (A1) a longitud de onda de 510 nm, utilizando el espectrofotometro. El por-

centaje de inhibicion se calculd utilizando la Ecuacién 7.

Ecuaciéon 7
% inhibicion = (Ao — (A1 — A2)) / Ao
Donde:

Ao: absorbancia testigo, se reemplazé la solucion de extracto con 1 mL de Et/agua.
A1 absorbancia de las soluciones con los extractos/patron.

A2: corresponde a la absorbancia de una mezcla compuesta de 1 mL de la solucion de

extracto a la cual se le afiadié 2 mL de agua destilada.

2. ELABORACION DEL HELADO

Para la elaboracion del helado se realizaron dos formulaciones, en la primera se utilizd
sacarosa (HA) y en la segunda, se sustituyo el azucar por estevia (HS), un edulcorante
bajo en calorias (Svetia®) que contiene sacarosa, estevia (glucdsidos de esteviol *

(2.59/1009)), isomalt (19/100g) y sucralosa (0.69/100g). En el primer proceso (mezclado
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de los ingredientes) se ajustaron los porcentajes de la leche, se mantuvieron los mismos

ingredientes y los procedimientos para ambas formulaciones (figura 14).

[Aditivo 7% (Aromitalia®) ]

5. Congelacién

(mantener a T cte -18 ‘C)

4- Batido en maquina
(Ta-8°C)

3. Premezclado en maquina.
(T ambiente 25°C)

2. Homogenizacion

1. Mezclado de ingredientes.

(batido por 5 minutos)

Figura 14. Elaboracion del helado funcional.

Descripcion de la elaboracion del helado.
1. Mezclado de los ingredientes.

Helado funcional con sacarosa (HA). En un recipiente de plastico se vacio la leche entera

(70%), grasa (7%) y leche en polvo (2%) para realizar un batido profundo durante 10
minutos a temperatura ambiente. A continuacion, se vertié el aditivo Aromitalia® (7%) el
cual tiene la funcion de proporcionarle una consistencia y textura adecuada al helado, se
bati6 durante 5 min para finalmente mezclarlo con la sacarosa (14%) y el extracto de

cascara de tuna.

Helado funcional con estevia (HS). Para su formulacion se ajusto el porcentaje de la leche

entera afiadida del 70% al 83% y se sustituy6 la sacarosa por estevia (1%) los demas

ingredientes se mantuvieron sin cambio alguno.

57



2. Homogeneizacion. Con la ayuda de una espatula se agité profundamente durante 5
minutos hasta generar una mezcla pastosa y homogénea, en la que no se detectaran
grumos muy voluminosos. Después de terminar el proceso se afiadié saborizante arti-
ficial (5 mL) sabor fresa para realizar un mezclado con la espatula durante 1 min.

3. Premezclado. Una vez obtenida la mezcla completamente homogeneizada se pasé a
la maquina de helados BQ-40 T con una capacidad de 2 L, se programo a un batido
constante a temperatura ambiente durante 5 min.

4. Batido en frio. Posteriormente se program6 un mezclado a -8 °C durante 30 min,
verificando a los 25 min que el helado tuviera una consistencia cremosa.

5. Congelacion y almacenamiento. Una vez transcurrido los 30 min del batido en frio

se vertié en un recipiente, se sellé y se mantuvo en congelacion a -18°C.

2.1 CUANTIFICACION DE COMPONENTES BIOACTIVOS Y DE-
TERMINACION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE DEL HE-
LADO

Se preparé la muestra de acuerdo con la metodologia propuesta por Hernandez-
Carranza et al. (2019), tomando 1 g de helado, después en un matraz se agregaron 19
mL de etanol (50%), se agité en una plancha (Cscientific cvp-2000p) durante 20 min y se
filtr6 la muestra (Whatman # 42). A continuacién se realizaron las determinaciones de
fenoles totales, flavonoides y betalainas (Stintzing et al., 2005; Marina et al., 2008;
Hernandez-Carranza et al., 2019). Se llevo a cabo la determinacion de la capacidad an-
tioxidante del helado utilizando las metodologias anteriormente mencionadas para el ex-

tracto.

2.2 ANALISIS QUIMICO PROXIMAL DEL HELADO

Se determiné la composicion de humedad, proteinas, grasas, cenizas y carbohidratos
totales incluido su aporte energético para las dos formulaciones (HA y HS). En la tabla 8

se muestran las referencias para las respectivas determinaciones.
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Tabla 8. Métodos y referencias para el analisis quimico proximal del helado.

Determinacion Método Referencias
Humedad (a) Estufa (100°C) 3 h. NOM-116-SSA1-1994
Proteinas (b) Micro-Kjeldahl NOM-183-SCFI-2012

Grasa (c) Soxleth NMX-F-615-NORMEX-
2004
Cenizas (d) Incineracién 500°C por 3  NMX-F-607-NORMEX-
h 2002
Carbohidratos Totales Por diferencia NOM-086-SSA1-1994
(e)
Aporte energético (f) Sistema Atwater NOM-051-SCFI/SSA1-

2010

a) Humedad. Se tomaron muestras de 3 g de helado en crisoles de porcelana a 100 °C

durante 3 h. Se registraron los pesos iniciales y finales para obtener un diferencial de

pesos de las muestras, realizando el célculo con la Ecuacion 8.

Ecuacion 8.

% humedad = (Ma — Mb)/(Ma — M)x100

Donde:

M = masa en gramos de la capsula con tapa
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Ma = masa en gramos de la capsula con tapa y la muestra.

Mb = masa en gramos de la capsula con tapa y la muestra seca

b) Proteina. Se basa en el calculo del porcentaje de nitrégeno total en una muestra des-
tilada (micro-Kjeldahl). Se colocaron 2 g de muestra de helado en tubos del digestor
VELP scientific, agregando los catalizadores, 0.8 g de CuSO4 y 7 g de K2SOa4 y por
altimo 10 mL de H2S0a4 (98%). Se llevo a una temperatura de 420 °C por 1 h. Se dej6
reposando durante 3 h para agregar 50 mL de agua destilada y llevarlo al destilador
durante 3 min afiadiendo 30 mL de H3BOs (4%). Una vez obtenida la muestra destilada
se realizé una titulacion con HCI 0.2 N hasta obtener un color gris obscuro. Con la
Ecuacion 9 se calcul6 el % de nitrégeno y la ecuacion 10 se utilizé para obtener el %
de proteina.

Ecuacion 9

B (vol)(N)(0.01401)

% N 100

Vol = volumen gastado para la titulacion
N = normalidad del HCI

pm = peso de la muestra

Ecuacién 10

% Proteina = (% nitrégeno)(6.38)

c) Grasas. Para determinar el porcentaje de grasas se llevo a cabo una deshidratacion
de la muestra, para posteriormente colocar 3 g de muestra en cartuchos y llevarlo a
una extraccion con éter etilico durante 4 h en un equipo Soxleth. Con la ecuacion 11

se llevaron a cabo los calculos.
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Ecuacion 11

0 — _pr

%o Grasas = (P M) * 100

P = peso en gramos del matraz con grasa
p = peso en gramos del matraz sin grasa

M= peso en gramos de la muestra

d) Cenizas. El método consiste en un diferencial de pesos obtenidos antes y después de
una incineracién de una muestra a temperatura de 500 °C. Para realizar los calculos

se utilizé la ecuacion 12.

Ecuacioén 12
) m-—m
% cenizas = ——x100
M—-m
Donde:
M= masa de la muestra en gramos

m= masa del crisol con las cenizas en gramos

m1= masa del crisol vacio en gramos

e) Carbohidratos totales. Se calcul6 el porcentaje de carbohidratos totales mediante la

diferencia de compuestos presentes en la muestra.

f) Aporte cal6rico. Para calcular el contenido cal6rico presente en el helado, la NOM-051-
SCFI/SSA1-2010 propone:

Carbonhidratos disponibles = 4 kcal/g Proteinas = 4 kcall/g Grasas =9 kcal/g
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2.3 ANALISIS SENSORIAL

Se aplicdé una prueba de aceptacion sensorial para el helado con estevia. La primera
prueba (control) sin extractos afiadidos y la segunda con extractos, usando una escala
de 0 a 100 puntos, donde: 0= me disgusta mucho; 25 = me disgusta; 50= ni me gusta ni

me disgusta; 75= me gusta; 100= me gusta mucho (Anexo 1).

Participaron 40 jueces no entrenados, quienes fueron elegidos al azar. Segun los datos
socio-demograficos recabados, el rango de edad de los jueces fue de 13 a 60 afios. Se
les proporcioné 15 g de muestra del helado y se les pidi6é que evaluaran cuatro diferentes

atributos sensoriales: olor, color, sabor y textura (Anzaldia-Morales, 2005).

2.4 VIDA DE ANAQUEL

Se determiné la vida de anaquel o vida util del helado mediante el uso del factor Q1o
(ecuacion 13). La metodologia se basa en acelerar la velocidad de las reacciones de de-
terioro de un alimento como consecuencia del incremento de la temperatura en 10 °C,
para ello se propusieron 2 diferentes temperaturas y se determinaron cambios en el grado
de deterioro del alimento evaluando parametros como la acidez, pH y el grado de acep-
tabilidad sensorial del alimento. Ambas formulaciones del helado se colocaron en una
camara a dos temperaturas (-6 °C y -18 °C) durante 49 dias (Ung-Min et al., 2018).

Se midid, el pH con un potenciometro (HANNA-pH210) de acuerdo a la AOAC ( 2005); la
acidez titulable se expres6 como &cido lactico y se determind mediante una titulacion con
NaOH (0.1 N) de acuerdo a la norma NOM-F-420-S-1982.

Con el indice de peroxidos se midio el deterioro oxidativo de la grasa, y se calculé me-

diante una titulacion con tiosulfato de sodio 0.1 N (Nielsen, 2010).

Se realiz6 una prueba de evaluacion sensorial hedodnica, segun metodologia propuesta
por Anzaldda-Morales (2005), donde los jueces sensoriales calificaron en una escala he-
donica de 0 a 100 puntos, que va desde “me disgusta mucho” hasta “me gusta mucho”,

pasando por “ni me agrada ni me desagrada”.
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Una vez obtenidos los resultados del analisis sensorial y fisicoquimicos se ingresaron los
datos en las ecuaciones 13 y 14 (orden cero de tipo lineal) para evaluar el tiempo de vida
atil y determinar una correlacion de datos entre el andlisis sensorial y los fisicoquimicos
(Rondédn et al., 2004; Jiménez-Herrera, 2018).

Ecuacion 13:

0 real = 10MT+b)

Donde:

6 real = Tiempo real de la vida de anaquel a una determinada temperatura
m = Pendiente de la recta

b = Interseccién con el eje Y

T = Temperatura a la que se desea calcular la vida de anaquel

El tiempo critico se calculo con la ecuacion 14.

Ecuacion 14:

punto critico — interseccién

6cC
pendiente
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2.5 CROMATOGRAFIA DE GASES ACOPLADA A ESPECTROME-
TRIA DE MASAS

Se identificaron compuestos volatiles y semi voléatiles con una muestra de 15 g del ex-
tracto etanodlico de la cascara de tuna, se llevo al Centro de Innovacion y Desarro-
llo Agroalimentario de Michoacan, A.C. (CIDAM) con direccion en antigua Carretera a
Patzcuaro, km 8. Morelia, Michoacéan en el Laboratorio de Inocuidad Quimica, laboratorio
8 y 9 segunda planta, donde fue realizado por el personal profesional del CIDAM. Regis-
trado con el No. de informe OSC22-0012-1.

Las condiciones para la identificacién por GC-MS del extracto etanélico de tuna fue a una
temperatura de 25-30 °C, presion atmosférica 814-810 hPa y humedad relativa de 30 y
55 %. ElI método interno se realizé con una extraccion de acetonitrilo y tolueno asistida

por sonicacion.

La identificacién GC-MS se fundamenté en la volatilizacion de la muestra a una fase ga-
seosa Yy la separacion de sus componentes haciendo uso de una columna capilar y una
fase estacionaria (sélida) que tiene como portador un gas inerte como el helio o nitrégeno,
una vez separados los componentes se extrajeron de la columna a diferentes tiempos
(tiempo de retencion), finalizando con la salida de los compuestos de la columna de GC
donde se ionizan por el espectrometro de masas (MS), se realizé una aceleracion de los
compuestos ionizados y son detectados por un analizador de masas, los iones se frag-
mentaron con respecto a sus diferentes relaciones de masa/carga (m/z), aqui se forman
picos de los compuestos y se muestran en los cromatogramas del software del equipo
(Jones, 2019).

2.6 MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO

Se tomaron muestras de helado deshidratado, de aproximadamente 5 g del helado este-
via al 1.5 %, se deshidrato y posteriormente fueron analizadas en cuanto a su morfologia

por microscopia electronica de barrido del Instituto de Investigacion en Metalurgia y
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Materiales de la Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo. Las muestras des-
hidratadas fueron metalizadas con cobre y colocadas en un porta objetos para su analisis,
el cual se llevé a cabo con el equipo de microscopia electrénica de barrido convencional
Modelo JSM-6400 con una resolucién de 2.5 nm de electrones secundarios y con elec-
trones retro dispersados con resolucion de 7.5 nm. La técnica utilizada fue el barrido con
electrones acelerados que viajan a través del cafidn. Se realizaron observaciones a 100X,
250X y 500X y 1000X.

2.7 ANALISIS ESTADISTICO

Para realizar los calculos estadisticos se utilizo el software GraphPad Prism 8. Cada una
de las pruebas analizadas se realizaron por triplicado y los resultados fueron expresados

como la media + la desviacion estandar (SD).

Se determiné el rendimiento del extracto y la cantidad de fitoquimicos como fenoles tota-
les, flavonoides, betacianinas y betaxantinas con una prueba t de student (p < 0.05). Para
la capacidad antioxidante, analisis proximal y analisis sensorial, los datos fueron exami-
nados mediante un analisis de la varianza (ANOVA) seguido de pruebas Tukey (p<0.05),
Se aplicaron pruebas de correlacion de Spearman (p<0.05) para evaluar la correlacion

entre la concentracion de los fitoquimicos y capacidad antioxidante del extracto.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

1. IDENTIFICACION BOTANICA DE LA TUNA O.

streptacantha

Se logro la identificacién boténica (folio 30912) llevado a cabo por la Biél. Rosa Fuentes
Chévez mediante un andlisis botanico de los cladodios y frutos recolectados en el muni-
cipio de Amacueca (Figura 15), se cotejaron las muestras del cladodio y frutos con las
existentes en el EBUM (folio 28947, 289448) y con imagenes de herbarios digitales (Na-

tional Science Foundation Grants).

Figura 15. Nopal O. streptacantha.
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2. DETERMINACION DE HUMEDAD Y LA CURVA DE
SECADO

El porcentaje de humedad de la cascara de la tuna fue de 5.5 %, dato cercano al obtenido

por Villabona-Ortiz et al. (2013) para tunas O. ficus-indica con un 10 % de humedad.

Para evaluar el tiempo de secado de la tuna fresca a 50 °C se inicié con una muestra de
tuna fresca de 100 g hasta obtener un peso constante de 18.8 g, se obtuvo un porcentaje
de humedad del 81.2 % a los 480 min (8 h). En la figura 16 se muestra la curva de secado.
En el trabajo de Amalia et al. (2019) con cascara de tuna San Cristébal, registraron un

dato cercano con 82.9 %, cuando la temperatura de secado fue de 60°C por 22.5 h.

120
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Figura 16. Curva de secado para la cascara de tuna O. streptacantha.
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3. COLORIMETRIA DE LA TUNA

En el andlisis colorimétrico de la cascara de tuna O. streptacantha se obtuvieron valores
de L* = 37.65 £ 2.5, a*= 1219 + 1.4 y a* = 2.5 + 1.1. Estos valores apuntan a cierta
luminosidad (L*) con tendencia al gris positivo, el valor de a* tiende al rojo +, tal como lo
reporta Herndndez-Carranza et al. ( 2019), con un valor de L*=37.49 + 0.01, para la tuna
roja O. ficus-indica, aunque Garcia-Cayuela et al. (2019) expone un valor de a*= 12.9 *
1.8 para la tuna morada, este valor es mas cercano a la tuna O. streptacantha. Cabe
resaltar que la tuna, con el proceso de maduracion adquiere una coloracion méas obscura
orientandose al morado obscuro, debido al contenido de betacianinas. El valor de b*=2.5
+ 1.1 de O. streptacantha es cercano al valor obtenido por Garcia-Cayuela et al. (2019)
con latuna morada de b*=4.20 + 0.6 con valor positivo dentro del rango del amarillo, esto

debido a la cantidad de betaxantinas contenidas en la cascara de la tuna O. ficus-indica.

4. RENDIMIENTO DE LA EXTRACCION

En la Figura 17, se puede observar el porcentaje de extraccion con agua destilada fue del
4.0 % y la mezcla etanol-agua [60:40 v/v] mostré un rendimiento total del 5.3 %. Se ob-
servd un mayor rendimiento de extraccién con etanol-agua [60:40 v/v]. Aunque en refe-
rencias de trabajos en tuna como el de Zourgui et al. (2020), se ha registrado un porcen-
taje de extraccion mayor con agua, 10.3 %; en comparacion con etanol, 7.8 %; en cascara
de tuna O. streptacantha, cabe hacer notar, que en el trabajo mencionado, no se extrajo
con una solucion etanol-agua, a diferencia del trabajo que se realiz6 en esta tesis, y que
las polaridades son diferentes, lo cual concuerda con Metrouh-Amir et al. (2015), quienes
han encontrado un mayor rendimiento de extraccion con una especie de planta medicinal
(Matricaria pubescens), cuando se emplea una mezcla de agua y solventes organicos, y
se recomienda el uso de solventes de este tipo para generar una eficiente obtencion de
extractos, debido a una afinidad de compuestos de tipo polar hacia la mezcla acuosa con

solventes orgéanicos.
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Figura 17. Rendimiento (%) de los extractos de la cascara de la tuna O. strepta-
cantha.

Letras diferentes marcan diferencias estadisticamente significativas de p<0.05 (Prueba t).

5. COMPOSICION DE FITOQUIMICOS PRESENTES EN LA
CASCARA DE TUNA DE LA ESPECIE O. streptacantha

En la tabla 9 se presenta el contenido de los diferentes grupos de fitoquimicos que se

analizaron en este trabajo.

5.1 FENOLES TOTALES

En la tabla 9, figura 18 se presenta el contenido de fenoles totales expresados en mg
equivalentes de acido galico por gramo en peso seco de muestra. Como se puede obser-
var, el rendimiento de la extraccion con agua fue de 14.88 mg/g y para el etanol-agua
19.98 mg/g, resultados cercanos con el trabajo de Zourgui et al. (2020) con rendimientos
de fenoles totales en cascara de tuna O. streptacantha con agua (12.78 mg/qg) y etanol
(24.65 mg/g). Segun Jacobo-Veladzquez & Santana-Géalvez (2018), los solventes como el

agua, metanol y etanol son los ideales para extraer de una manera mas eficiente los
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compuestos fendlicos, a su vez empleando mezclas de disolventes como agua, metanol

y etanol.

Tabla 9. Composicion total de fitoquimicos extraidos de la cascara de la tuna O.
streptacantha.

Extracto Fenoles tota- Flavonoides Betacianinas Betaxantinas
les totales (mg BET/g) (mg IN/Q)
(mg EAG/g) (mg CAT/qg)

Agua 14.88+£0.26 > 12.07+0.12° 1.97+0.112 1.35+0.33 2
Etanol-Agua 19.98+0.422 14.72+0.482 0.77 +0.03° 0.58+£0.04 2

EAG, equivalentes de &cido galico; CAT, catequina; BET, betacianinas; IN, indicaxantina. Los

valores son expresados como la media + desviacién estandar. Diferentes letras indican dife-

rencias estadisticamente con una significancia de p<0.05. (Prueba t).

Abou-Elella & Ali (2014), reportan resultados con respecto al contenido de fenoles totales
en cascara de tuna ficus-indica extraidos con agua (6.12 mg/g), etanol (8.49 mg/g) y eta-
nol-agua 80:20 (15.02 mg/g), y como se puede observar, también hubo un tendencia de
una mayor concentracion de fenoles totales cuando la extraccion se realiz6 con la mezcla

etanol-agua en comparacion con la extraccion acuosa.

Hernandez-Carranza et al. (2019) evalué el contenido de fenoles totales con cascara de
tuna O. ficus-indica mediante una extraccidn con agua (8.7 mg/g). Los resultados obte-
nidos por Li et al. (2006) con una extraccion etanol-agua en cascaras citricas fueron,
limon meyer; 50:50 (0.5 mg/g), toronja; 72:28 (1.6 mg/g) y naranja; 72:28 (0.7 mg/g), como
se puede observar presentan una menor concentracion en comparacion con las obteni-

das por O. streptacantha y ficus-indica.
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Figura 18. Compuestos fendlicos totales presentes en la cascara de la tuna O. strep-
tacantha.

(EAG: equivalentes de acido galico). Los datos son presentados como la media + desviacién estandar.

Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas. Prueba t (p<0.05.).

5.2 FLAVONOIDES TOTALES

En cuanto al contenido de flavonoides expresados como equivalentes de catequina/g se
obtuvieron 12.07 mg/g en el extracto acuoso y 14.72 mg/g en el extracto etandlico (tabla
9, figura 19), concentraciones similares a lo publicado por el trabajo de Zourgui et al.
(2020), donde se reportaron 8.95 mg/g (agua) y 14.08 mg/g (etanol-agua), esto debido a
gue se ha encontrado que los flavonoides tienden a tener afinidad hacia los solventes
como el agua o mezclas con etanol (Sandoval & Villanueva-Rodriguez, 2018); y mos-
trando concordancia con el trabajo Abou-Elella & Ali (2014) donde se cuantificaron flavo-
noides totales en extractos de cascara de tuna de la especie O. ficus-indica, donde se

puede apreciar una menor concentracion cuando se uso6 agua (1.93 mg/g) y solventes no
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polares como el cloroformo (1.27 mg/g) y acetona (0.74 mg/g) a comparacion del extracto

donde se utiliz6 como solvente una solucion de etanol-agua 80:20 (v/v) (4.73 mg/qg).
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Figura 19. Contenido de flavonoides en la cascara de tuna O. streptaantha.

(CAT): equivalentes de mg catequina/g). Los datos son presentados como la media = desviacién estandar.

Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas. Prueba t (p<0.05.)

5.3 BETALAINAS

Como se observa en la tabla 9 y se detalla en la figura 20, la concentracidon de betalainas
fue mayor en el extracto acuoso con respecto al extracto donde se usé como solvente la
mezcla etanol-agua 60:40 (v/v), la cantidad de betacianinas fue de 1.97 mg/gy 0.77 mg/g
respectivamente; mientras que la concentracion de betaxantinas fue de 1.35 mg/g en el
extracto acuoso y 0.58 mg/g en el etanol-agua; estos resultados concuerdan con lo que
concluyeron en su investigacién Castellar et al. 2006 , ya que mediante una extraccion
acuosa obtuvieron un mayor rendimiento de extraccion de betalainas, mientras que al
mezclar etanol-agua [60:40 (v/v)] y agua-metanol [40:60 (v/v)] la concentracion de beta-

lainas disminuyd un 2.6% y con una mezcla etanol-agua [80:20 (v/v)] se gener6 una
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pérdida del 13 %. Barrera et al. (1998), mencionan que la relacion 60:40 etanol-agua es

la ideal para obtener una alta extraccion de betanina.
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Figura 20. A) Contenido de betacianinas, B) Contenido de betaxantinas.

Los datos son presentados como la media + desviacidén estandar. Letras diferentes indican diferen-
cias estadisticamente significativas. Prueba t (p< 0.05).

Das et al. (2019) reportaron en su trabajo con amaranto, una mayor extraccion de
betacianinas 1.59 mg betanina/g con una mezcla de etanol-agua [50:50 (v/v)] en
comparacion con la extraccion acuosa 1.15 mg/g, esto debido a que en una solucién
etandlica existe una descarboxilacién simple y doble en la moléculas de las betacia-
ninas, provocando la generacion de dos pares de monodecarboxi-betacianina de
diasteredmeros tanto en soluciones etandlicas y acuosas (Wybraniec, 2005; Das et
al., 2019).

El acido betalamico (amarillo) y ciclodopa-5-O-glucdsido (sin color) son el resultado
de la descarboxilacibn del compuesto betanina durante tratamientos térmicos
(Khan, 2016). Los resultados de Abou-Elella & Ali (2014) en cascara de tuna O.
ficus-indica demuestran la variacion de la cantidad de betacianinas y betaxantinas

73



usando diferentes solventes, para betacianinas se obtuvo en agua destilada 2.06
mg/L: en etanol-agua [80:20 (v/v)] 0.73 mg/L y etanol 0.40 mg/L; en cuanto a la
concentracion de betaxantinas se obtuvieron las siguientes concentraciones con los
solventes: agua destilada, 2.06 mg/L; etanol-agua [80:20 (v/v)], 1.04 mg/L y etanol
0.43 mg/L; ademas los acidos fendlicos, como el &cido galico, el acido clorogénico
y los flavonoides como la catequina y la quercetina no tienen efecto para reducir la
estabilidad de la betanina (Khan, 2016).

Garcia-Cayuela et al. (2019) obtuvieron en piel de tuna O. ficus-indica, usando me-
tanol-agua [50:50 (v/Vv)], una concentracion de betacianinas de 1.3 mg/g en piel de
tuna morada y en piel de tuna roja, 0.4 mg/g. En betaxantinas (mg indicaxantina/g),
en tuna morada, 0.70 mg/g; en tuna roja, 0.39 mg/g. En pulpas de betabel es donde
se ha reportado una mayor cantidad de betalainas obtenidas con etanol ( 24.18 mg

betacianinas/g) y agua (18.78 mg betacianinas/g) (Canadanovié-brunet et al., 2011).

6. CAPACIDAD ANTIOXIDANTE

En la tabla 10 se observan los resultados de las pruebas de capacidad antioxidante
de los extractos acuoso y etandlico de la cascara de tuna O. streptacantha, ademas
se incluye la cdrcuma, vitamina C, quercetina, acido galico y oligopin, ya que son
referentes a los que se ha comprobado cientificamente su capacidad de captar cier-
tas especies reactivas debido a las caracteristicas de donar electrones y neutralizar
eficientemente especies reactivas. Como se puede ver, se analizé su capacidad de
captar especies reactivas de oxigeno (H202, ROQOe, O2¢7) del nitrdgeno ( NO-) y del

cloro (HCIO), considerados por su relevancia biolégica.
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Tabla 10.Capacidad antioxidante de los extractos de la cascara de tuna O.
streptacantha.
Extracto H202 ROO- NO- OH- Oz~ HCIO
ECso ECso ECso ECso ECso ECso

(Mg/mL) (pug/mL) (ng/mL) (ug/mL)  (pg/mL)  (pg/mL)
O. streptacantha 1,291.0 >4,000 148.7 + 1,335.0 415 <+ >2000

(Agua) + 86.92 14,52 +142.02 9.72
O. streptacantha 1,141.0 >4,000 870 + 10170 269 =+ 1,731 =
(Etanol-Agua) +28.2P 9.5° +135.1° 2.5° 51.22
Curcuma 1195+
3.3¢

Vitamina C 48.3 108.9 +

+7.4¢ 2.9b
Quercetina 20.3 +

0.8°
Acido galico 90.8 +
4.1°¢
Oligopin 701.3 +
13.1

Los valores son expresados como la media + desviacién estandar. Diferentes letras indican diferen-

cias estadisticas con una significancia de p<0.05. (ANOVA, prueba Tukey).

En la tabla 11 se incluyen los coeficientes de correlacién obtenidos entre la capaci-
dad de los extractos de corteza de tuna de captar las especies reactivas y la con-
centracion que presentan de compuestos fendlicos totales, flavonoides totales, be-

tacianinas y betaxantinas.
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Tabla 11. Correlacion (spearman) de la capacidad antioxidante y el contenido de
fenoles totales, flavonoides, betacianinas y betaxantinas de los extractos

agua y etanol de O. streptacantha.

H20:2 NO- OH- O2e- HCIO
Fenoles r--1.0* r=-0.943 * r=-0.812 r=- 0.900* r=-0.50
totales p= 0.003 p=0.017 p= 0.058 p=0.016 p= 0.990
Flavonoides r=-0.750 r=-0.886* r=-0.890* r=-0.6571 r=-0.50
totales p=0.115 p=0.033 p= 0.033 p=0.175 p=0.990

Betacianinas r=0.811 r=-0.899* r=0.986* r=-0.9856* r=-0.866
p=.033 p=0.028 p=0.006 p=0.006 p=0.667
Betaxantinas r=0.886* r=-0.886"* r=0.657 r=-0.880* r=-0.50
p= 0.055 p=0.033 p=0.175 p=0.033 p=0.990

*La correlacién es significativa (p>0.050).

6.1 PEROXIDO DE HIDROGENO

La capacidad para eliminar el 50% del peréxido de hidrégeno (ECso) con el extracto
de la cascara de tuna O. streptacantha fue de 1,291 pg/mL para el extracto acuoso
y para el extracto etandlico fue de 1,141 pg/mL, a diferencia de la vitamina C, utili-
zada como compuesto estandar, con 48.31 ug/mL (figura 21). El extracto de cascara
de tuna O. streptacantha no desempefa una importante capacidad para captar el
radical H202, a diferencia de los trabajos que se han reportado en los cladodios y
pencas del nopal O. ficus-indica, en los que se observa una aceptable capacidad
para eliminar el peréxido de hidrégeno, ya que solo se requieren 6.9 pg/mL de ex-
tracto de pencas de nopal; 374 pg/mL (extraccion acuosa) y 379 ug/mL (extraccion
etandlica) de extracto de cladodios para captar el 50% de las especies reactivas de
H20:2 (Avila-Nava & Calderén-Oliver, 2014; Izuegbuna et al., 2019).
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Figura 21. Gréfico EC so para el peroxido de hidrégeno

Saravanakumar et al. (2015) estudiaron la actividad de los compuestos fitoquimicos
(extraidos con metanol y agua) presentes en el fruto entero de O. ficus-indica en la
inhibicion del peréxido de hidrogeno, obtuvieron una excelente captacion con el ex-
tracto metandlico, de 55.37 ug/mL, mientras que no registraron actividad inhibitoria
con el extracto acuoso, cabe destacar que a pesar de haber obtenido una cantidad
de fenoles totales de 190 mg/g y 11.81 mg/g de flavonoides en agua, no registraron
captacion de peréxido de hidrogeno. Zeghad et al. (2019) afirma que la capacidad
antioxidante se ve reducida por interferencia de compuestos no antioxidantes con-

tenidos en el extracto.

El extracto de O. streptacantha registré una alta correlacién negativa, es decir, si el
contenido de fenoles totales aumenta, el ECso disminuye, requiriéndose una menor
cantidad de extracto para captar el 50 % de especies reactivas de peroxido de hi-
drégeno (r= -1.0, p>0.05). Estos resultados coinciden con los descritos por Kim
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(2013) quienes también encontraron que la captacion del peroxido de hidrogeno es
influenciada por el contenido de fenoles totales, ya que en su estudio con cascaras
de frutas citricas (Citrus unshiu), descubrié una fuerte correlacion en el contenido
total de fenoles (r> = 0.8744, p>0.05), los cuales tienen la capacidad de donar elec-
trones y neutralizar el per6xido de hidrégeno en agua, también detalla una mode-
rada correlacion con los flavonoides. Benkeblia (2005) muestra que existe correla-
cion del contenido de fenoles totales con la capacidad de captar peréxido de hidro-
geno (r? = 0.950, p>0.05), esto en extractos de cebollas y ajos; ademas, en un es-
tudio con frutos secos de chebula (T. chebula), correlacionaron la concentracion de
fenoles totales (134.47 mg/g) con la capacidad de captar el peréxido de hidrégeno
(r = 0.990, p>0.05) con un ECso de 265.53 ug/mL del extracto de frutos secos che-
bula (Saha & Verma, 2016).

Las betaxantinas tuvieron una correlacion positiva significativa (r= 0.886 p>0.05), lo
gue podria indicar que el contenido de betaxantinas ejercen una accion de bloqueo
en la captacion H20z2, sin embargo, con las betacianinas, no hubo correlacion signi-
ficativa, concordando con Chougui et al. (2013), quienes reportan que las pulpas de
tunas de O. ficus-indica registran una mayor correlacion de la capacidad de capta-
cion del H202 con la concentracion de fenoles totales (r= 0.866 p>0.01) y nula corre-
lacion con la concentracion de betacianinas (r= 0.047 p>0.05), el autor explica que
existe una tendencia de captaciéon del H202 mas eficiente por los compuestos fené-

licos en comparacion con las betalainas.

6.2 PEROXILO

La capacidad del extracto de la cascara de la tuna O. streptacantha para captar el
radical peroxilo fue nula, el extracto etanol-agua logré captar un maximo del 20.5 %
(4,000 pg/mL), el extracto con agua fue del 12.03 % (4,000 pg/mL). El control posi-
tivo Oligopin obtuvo un ECso de 701.3 pg/mL con un maximo del 60.05 % (1,050
pug/mL) (figura 22). Esta ausencia de captacion del radical ROO- probablemente se
deba a un factor de interferencia de otros compuestos como proteinas, carbohidra-

tos o lipidos (Zeghad et al., 2019) y/o a una menor cantidad del fenoles totales

78



presentes en el extracto de tuna O. streptacantha en comparacion con los extractos
reportados en otros trabajos como el de Royer et al. (2011), quienes analizaron ex-
tractos de cortezas de maple, demostrando que el contenido de fenoles totales esta
estrechamente correlacionado con la actividad captadora de ROO- (r>=0.86. p =

0.0001); Han et al. (2015) también comprobaron una eficiente captacion del radical

ROO- con un ECsp de 61.9 pg/mL empleando extractos acuosos de frijoles adzuki y
relacionaron su contenido total de fenoles totales de 281 mg eq. de catequina/g y
de otros compuestos no presentes como los acidos hidroxicinamicos, ademas el
factor de interferencia de otros compuestos como proteinas, carbohidratos o lipidos
(Zeghad et al., 2019).
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Figura 22. Grafico ECso para el peroxilo.
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6.3 OXIDO NITRICO

En cuanto a la capacidad de la cascara de tuna O. streptacantha, para captar el
oxido nitrico, se obtuvo una ECso de 148.7 pg/mL para el extracto en agua y de 87
png/mL para el extracto con etanol-agua. Zourgui et al. (2020) obtuvieron para la
extraccion con agua de 120 pg/mL y para etanol-agua 20 pg/mL (figura 23). El ex-
tracto de la cascara de tuna O. streptacantha es un excelente captador del radical
NO-, incluso presenta una mayor capacidad que el control positivo utilizado en este
ensayo: la curcuma, con una ECso de 119.5 pg/mL, la cual se conoce por ser un

excelente captador del radical 6xido nitrico.

Segun Taira et al. (2015) en su trabajo de investigacion, determiné la capacidad
inhibitoria de la betanina con el 6xido nitrico y obtuvo un valor de ECso de 13.4 pg/mL
(24.48 M), esto podria explicar la excelente capacidad del extracto de cascara de
tuna O. streptacantha en captar el radical 6xido nitrico. Swarna et al. (2013) en su
investigacion con extractos purificados de betalainas a partir de flores y hojas de la
espinaca de Florida, obtuvo un ECsp de 60.8 pg/mL, y argumenta que las betalainas
poseen una actividad antirradical debido al anillo aromatico del acido betalamico
gue poseen las betalainas, incluso con una actividad antioxidante de 3 a 4 veces
mayor que el acido ascorbico, rutina y catequina; la conformaciéon molecular de la
betanina de un mono fenol y los intermedios reductores durante el proceso de oxi-
dacion confieren a la molécula de la betanina un potencial de donacién de adtomos
de Hy asi neutralizar a los radicales libres, en especial el grupo de las betacianinas
con la capacidad de inhibir el radical NO-, por mencionar la betanidina que posee

un grupo catecol en su molécula como donador de H (Santos-Diaz et al., 2017).
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Figura 23. Grafico EC so para el oxido nitrico.

Como se observa en la tabla 11, la concentracion de fenoles totales, flavonoides,
betacianinas y betaxantinas resultaron con una correlacién significativa con res-
pecto a la capacidad de captacién del radical NO- (r= -0.943, p<0.05; r= -0.886,
p<0.05; r= -0.899, p<0.05; r= -0.886, p<0.05, respectivamente). En el trabajo de
Saravanakumar et al. (2015) los extractos de los frutos de O. ficus-indica presenta-
ron una correlacion similar a los resultados de este trabajo, con respecto a la canti-
dad de fenoles totales y el porcentaje de inhibicién del radical NOe, el extracto de
los frutos cosechados en temporada lluviosa y extraidos con agua, registraron una
correlacion de r = 0.922, p> 0.01; el extracto de los frutos cosechados en verano y
extraidos con metanol fue de r = 0.908, p> 0.01; el contenido de flavonoides, tam-
bién se correlacion6 con la capacidad de captar el radical NOe, los extractos de
frutos cosechados en temporada lluviosa, extraidos con agua fue de r= 0.919, p>
0.01 y los extractos de frutos cosechados en verano y extraidos con metanol fue de
r=0.892, p> 0.05).
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6.4 HIDROXILO

En cuanto a la capacidad de la cascara de la tuna de inhibir al radical hidroxilo, el
ECso fue de 1,017 pg/mL con la extraccion etanol-agua y de 1,335 pg/mL con la
extraccion acuosa (figura 24). Saravanakumar et al. (2015) en su investigacion con
frutos de O. ficus-indica recolectadas en las regiones tropicales de la India, obtuvie-
ron un mejor desempefio para captar al OHe, con una ECso de 65.6 pg/mL (extrac-
cibn con metanol) y 78.9 ug/mL (extracciébn con agua), mencionando que fueron
recolectadas en temporada con mas exposicion solar, en comparacion con las re-
colectadas en temporada lluviosa, 78.2 pg/mL (extraccion con metanol) y 85.9
pug/mL (extraccién con agua), no asi los extractos de cladodios del nopal O. ficus-
indica, que resultaron ser menos eficientes con la captacion del radical hidroxilo con
5,600 pug/mL a pesar de haber obtenido una alta cantidad de fenoles totales (929.8
EAG mg/g) (Avila-Nava & Calderén-Oliver, 2014).

Hubo una correlacion negativa significativa, entre el contenido de flavonoides y la
ECso para captar el radical OH+ del extracto de cascara de tuna de O. streptacantha
(r =-0.890, p>0.05), comparandolo con el trabajo de Saravanakumar et al. (2015) en
el que obtuvieron una excelente correlacion de la concentracion de fenoles totales
y flavonoides con la capacidad de captar al radical OHe, esto cuando se analizaron
los extractos de los frutos cosechados en temporada lluviosa extraido con agua ( r=
0.933, p > 0.01) ( r= 0.927, p > 0.01) y extractos de frutos cosechados en verano
extraido con metanol (r=0.933, p > 0.01) ( r=0.915, p > 0.05).

En lo que refiere a la cantidad de las betacianinas en el extracto de cascara de tuna,
se correlacionaron positivamente (r= 0.986, p>0.05) con la capacidad de captar el
radical OHe, por lo que se deduce que pudieran interferir en el desempefio 6ptimo

para captar el radical OHe.
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Figura 24. Grafico ECso para el radical hidroxilo.

6.5 ANION SUPEROXIDO

Los resultados obtenidos de captacion del radical anion superdxido Oz~ de la cas-
cara de la tuna O. streptacantha fueron de ECso de 26.88 ug/mL mediante la extrac-
cién con etanol-agua y ECso de 41.48 pug/mL con etanol-agua, se podria considerar
al extracto como un eficiente captador del radical O2¢~ en comparacion con el control
positivo quercetina (20.25 pg/mL) (figura 25). ElI ECso del extracto acuoso de la cas-
cara de la tuna O. streptacantha fue cercano al que registraron Saravanakumar et
al. (2015) con los frutos de O. ficus-indica cuando la cosecha fue en temporada
soleada y la extraccion se llevo a cabo con metanol (44.17 pug/mL) y la cosechada

en temporada lluviosa (85.44 pg/mL) con extraccion agua.
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Existe una correlacion negativa del contenido de fenoles totales con respecto a la
ECso de la capacidad de captar el radical Oz ( r=-0.90, p>0.05), de igual manera
asi lo registraron Saravanakumar et al. (2015) en su datos la correlacién en el con-
tenido de fenoles totales y la captacion del radical (ECso) Oz¢ (r = 0.885, p > 0.05) y
(r=0.901, p>0.05) y flavonoides (r = 0.870, p>0.05) y (r = 0.899, p > 0.05). Mandal
& Ghosal (2012) en su investigacion con frutos del arbol de tomate (Cyphomandra
betacea), evaluaron una destacable correlacion entre los polifenoles totales y la cap-
tacion del radical Oz¢ (r = 0.953, p > 0.05). De igual manera Garcia-Pérez et al.
(2010) obtuvo una correlacion significativa entre los polifenoles totales en la espe-

cies de maderas de Canada y la captacion del radical Oz (r =-0.94; p < 0.001).
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Figura 25. Gréfico ECso para el radical anién superoxido.
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En la tabla 11, se muestra la correlacion estadisticamente significativa que existe
entre la capacidad de inhibir al radical superoxido (ECso) y la concentracion de com-
puestos fendlicos (r=- 0.900, p= 0.016), de betacianinas (r=-0.9856, p= 0.006) y de

betaxantinas (r=-0.880, p= 0.033) presentes en el extracto de cdscara de tuna.

En relacion al contenido de fenoles totales, esta directamente relacionado con la
capacidad de captacion de las especies reactivas del oxigeno, debido a la estructura
y presencia de un grupo dihidrico en el anillo B (formando un grupo catecol) que es
capaz de donar facilmente su hidrogeno (electrones) para estabilizar una especie
reactiva (Avila-Nava & Calderon-Oliver, 2014).

Respecto a la correlacion que se presenta entre las betalainas y la capacidad de
captar al anion superdxido, en los estudios realizados por Canadanovié¢-brunet et al.
(2011) y Swarna et al. (2013), ambos encontraron esta tendencia cuando analizaron
extractos de pulpa de betabel (etanol al 80%) el primero y extractos de hojas y flores

de espinacas de Florida, el segundo.

6.6 ACIDO HIPOCLOROSO

La capacidad de captacion del radical &cido hipocloroso del extracto acuoso de cas-
cara de la tuna O. streptacantha fue de 1,263 pg/mL y de 1.168 pg/mL con el ex-
tracto etanol-agua, por lo que no lo hace un buen captador de este radical si los
comparamos con la vitamina C (108.9 pg/mL) (figura 26), esto a pesar de que ex-
tractos etanol-agua [50%] de otras estructuras de la planta, como las pencas del
nopal O. ficus-indica han mostrado ser mas eficientes para captar este radical, con
un ECso 180 pg/mL (Avila-Nava & Calderon-Oliver, 2014).
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Figura 26. Grafico ECso para el radical &cido hipocloroso.

No se encontré evidencia de correlaciones significativas (p >0.05) entre el contenido
de fenoles totales, flavonoides, betacianinas y betaxantinas, por lo que la capacidad
de captar al acido hipocloroso, debe estar correlacionada con otro tipo de fitoquimi-

cos diferentes a los cuantificados para este trabajo.

Como se ha podido observar, el extracto que obtuvo las mejores caracteristicas
antioxidantes fue el extracto etandlico de cascara de tuna, por lo que, para los su-
cesivos analisis, asi como para la formulacion del helado funcional, se utilizara este

extracto.
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7. CARACTERIZACION QUIMICA DE COMPUESTOS
VOLATILES Y SEMIVOLATILES DEL EXTRACTO
ETANOLICO DE CASCARA DE TUNA.

En la figura 27 se muestran los compuestos identificados (extraidos con tolueno)
mediante cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS),
se aprecian en mayor area con respecto al tiempo de retencion el probucol, acido
hexadecanoico y acido octadeanoico compuestos comunes encontrados en la parte
estructural, energética, defensa de cortezas y pieles de las frutas y vegetales
(Boudieb et al., 2019)
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Figura 27. Compuestos identificados por GC-MS.
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En la tabla 12 se muestran algunos de los compuestos identificados (extraidos con
tolueno). encontrados en el extracto etandlico de la cascara de tuna de O. strepta-
cantha, sus tiempos de retencion, area, la formula molecular condensada y referen-
cias de trabajos en los que se han explorado su actividad. Se identificaron 35 com-
puestos entre los que podemos encontrar acidos carboxilicos, compuestos fenoli-
cos, alcoholes, acidos grasos insaturados y saturados, esteres, fosfatos, esteroles

y vitaminas.

Tabla 12. Compuestos identificados (extraidos con tolueno) en el extracto

etandlico O. streptacantha por GC-MS.

Tiempo Compuesto Area Formula Funcion
dere- molecular
tencion

1 11.354 Hexadecano, 1- 22256203 Ci6 Hsz Cl
cloro- (hidrocar-
buro haloge-
nado)
2 13.619 Diisobutirato de 108659785 Cis H3o O4
2,2,4-trimetil-
1,3-pentanodiol
(glicol)
3 14.301 Acido propa- 82900519 Ci2 H24 O3
noico, 2-metil-,
3-hidroxi-2,4,4-
trimetilpentil és-
ter (alcohol se-
cundario)
4 15.166  Acido ben- 25063933 Cis H2s O2
cenoackético, es-
ter 6-etil-3-octilo
5 15.479  Cariofileno (ses- 25063933 C15 Ho4 -Antinflamatorio,
quiterpeno) anticonvulsivo,
sedante y anti-
depresivo
(Francomano et
al., 2019)
6 16.364 Humuleno (ses- 86061644 Cis Hzs -Antinflamatorio
guiterpenos) tépico y sisté-
mico, analgé-
sico,

88



antineoplasico e
inductor de
apoptosis
(Hartsel et al.,
2016)

18.804

3,7,11-trimetil-1-
dodecanol (al-
cohol alifatico)

85046648

Cis H2 O

19.025

3-(5-Benciloxi-3-
metilpent-3-
enil)-2,2-dimeti-
loxirano

197724269

C17 H24 O2

19.891

Ester 2-tetrade-
cilico del acido
bencenoacético

113218808

C22 H3zs O2

10

21.198

Acido acético,
1,7,7-trimetil-bi-
ciclo[2.2.1]hept-
2-il éster (mono-
terpeno)

39534835

C12 H20 O2

11

23.97

1-cloro-octade-

cano (Hidrocar-
buros halogena-
dos)

61967272

Ci1s Hz7 CI

12

24.29

n-Nonadecanol-
1 (alcohol
graso)

88829330

C19 Ha0 O

13

24.477

1-Octadecanol
(alcohol graso)

180418930

Cis H3s O

14

24.707

Terc-hexadeca-
notiol (organos-
sulfurado)

84598958

Cas Hoo Au S3

15

25.048

Isocalamenediol
(sesquiterpe-
noide)

57532742

CisH2 O 2

-Propiedades
antibacteriales

(Wright et al.,
2017)

16

25.343

2-hexil-1-deca-
nol (alcohol lipi-
dico)

74874203

Cis Hs O

17

27.866

7,9-di-terc-butil-
1-oxas-
piro[4.5]deca-
6,9-dieno-2,8-
diona (lactona)

47781971

C17 H24 O3
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18 28.971  Acido hexade- 909434510 Cis H32 O2 -Antioxidante,
canoico/ acido hipocolestero-
palmitico (acido |lémico, antiinfla-
graso saturado) matoria, activi-

dad inhibidora
de la 5-alfa re-
ductasa.(Kavi-
tha, 2021)
-Nematicida, an-
tiandrogénico
(Awonyemi et
al., 2020)

19 29.993 1-hexadecanol 18520554 Cs Hzs O2
acetato (éster
carboxilico)

20 30.215 Isovalerato de 8349437 Cis H26 O2 -Anticanceri-
geranilo (éster geno (Rasool et
carboxilico) al., 2021)

21 31.872 Acido heptade- 133733199  Ci9 Has O2
canoico, 9-metil-

, éster metilico

22 32.139  Acido propa- 47498265 C27 Ha2 O4 -Ejerce accion
noico, 2-(3-ace- hipoglucemiante
toxi-4,4,14-tri- en ratas Wistar (
metilandrost-8- Venkatachalam
en-17-il)- et al., 2013)

23 32.646 Acido octadeca- 527252281 Caig Hss O2 -Antifingico, an-
noico (acido tibacterial y anti-
graso estearico) tumoral

(Awonyemi et
al., 2020)

24 33.143  5-metil-z-5-do- 95970797 C23 Hae
coseno

25 34.994  Tributil acetil ci- 54408146 C20Hs34 Os
trato (acido tri-
carboxilico)

26 35.197 Acidocis 13-0c- 12774255  Cig Has O2 Usos terapéuti-
tadecenoico cos en medicina
(acido graso in- (Awonyemi et
saturado) al., 2020)

27 37.592 1-hexacosanol 125586135 Ca26 Hs4 O -Reductor del

(alcohol graso)

colesterol plas-
matico y hepa-
tico, propieda-
des
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antiinflamatorias

(Lee et al.,
2017).

28 44113  2,2,4-trimetil-3- 126197446 CszoHs20
(3,8,12,16-tetra-
metil-hepta-
deca-3,7,11,15-
tetraenil)-ci-
clohexanol (tri-
terpenoide)

29 48.221  7,8-epoxilanos- 70033130 C32 Hs4 O4 -Propiedades
tano-11-ol, 3- antiinflamatorias
acetoxi- (poliol) y antimicrobia-

nas (Boudieb et
al., 2019)

30 48.718  17-pentatriacon- 44709657 Css H7o
tene

31 49.897 Acetato alfato- 160132034  Csi1 Hs2 O3 -Proteccion uv
coferil (vitamina (estudio in vivo
E sintética) en ratas)

(Beijersbergen
et al., 1995)
32 51.298  y-sitosterol (si- 223294960 C29 Hso O -Anticanceri-
toesterole) geno (células

adenocarcinoma
de mamay pul-
mon) (Tripathi et
al., 2013)

- Tratamiento en
la diabetes me-
llitus (Tripathi et
al., 2013).

33 52.817  Cannabinol, 181535317 C24 H2s F5 O3
pentafluoropro-
pionato

34 54.872  Tris (2,4-diterc- 720436585 Ca2 Hesz O4 P
butilfenil) fosfato

35 57.976 Probucol (Fe- 1271075059 Cs1 Has O2 S2 -Antioxidante

nol)

(Singla et al.,
2007).
-Tratamiento
contra la
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hipercolesterole-
mia (Yamashita
et al., 2008).

Entre los compuestos detectados por cromatografia de gases, presentes en el ex-
tracto etandlico de cascara de tuna, podemos mencionar algunos trabajos de inves-
tigacion cientifica en los que se han explorado algunos beneficios en la salud, entre

los que destacan:

Probucol. Es un compuesto fendlico con propiedades antioxidantes que actla con-
tra la peroxidacion lipidica en reperfusion isquémica en ratas, ademas protegio con-
tra el aumento del estrés oxidativo en lesiones por reperfusion isquémica (Singla et
al., 2007). El tratamiento con probucol a largo plazo demostro retrasar ataques se-
cundarios en personas con padecimientos de hipercolesterolemia familiar heteroci-
gota (Yamashita et al., 2008).

y-sitosterol. Es un esterol del subgrupo de los estigmasteroles. Tiene efectos en la
reduccion de hiperglucemia en ratas diabéticas, se ha utilizado como tratamiento en
la Diabetes mellitus. Se ha reportado una disminucion de la actividad de los compo-
nentes de la via apéptica extrinseca en las células humanas de adenocarcinoma de

mama y pulmaon (Tripathi et al., 2013).

Tris(2,4-di-terc-butilfenil) fosfito. Es un organofosfito al cual se le atribuye un
efecto antioxidante secundario, evitando la reduccién de antioxidantes primarios en

polimeros (Yang et al., 2016).

3-acetoxi- 7,8-epoxilanostano-11-ol. Es un compuesto alcohdélico, comunmente
se le encuentra en la fruta madura, tiene propiedades antiinflamatorias y antimicro-
bianas (Boudieb et al., 2019).

1-Hexacosanol. Es un alcohol graso del grupo de los policosanoles es comun en-
contrarlo en las frutas en general, en el aceite de oliva o en brotes de cebada. En
ratones obesos se observo la reduccidn de colesterol plasmatico y hepatico, ade-

mas de proporcionar efectos antinflamatorios (Lee et al., 2017).
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Isovalerato de geranilo. Es un éster carboxilico usado como un aditivo alimentario
aprobado por la OMS. Se demostrd una actividad anticancerigena en pruebas in
vitro con lineas celulares HCT116 afectando su viabilidad con respecto al paso del

tiempo (Rasool et al., 2021).

Humuleno. Es un compuesto terpénico (sesquiterpeno) también conocido como a-
cariofileno, es caracteristico del lGpulo. Tienen propiedades antinflamatorias simila-
res a la de la dexametasona en pruebas in vivo. También tiene caracteristicas de
inducir apoptosis celular debido a la produccion de especies reactivas del oxigeno
a un nivel moderado. Ademas de ser un analgésico aplicado de manera topica, oral

o en aerosol (Hartsel et al., 2016).

Cariofileno. Es un terpénico (sesquiterpeno) también conocido como g -cariofileno.
Presenta caracteristicas benéficas a la salud como la actividad antinflamatoria el
cual inhibe mediadores inflamatorios como el éxido nitrico sintasa inducible. En es-
tudios in vitro e in vivo se ha demostrado una mejora en el fenotipo de animales
usados para moderar enfermedades como el Alzheimer, aterosclerosis, y ciertos
tipos de tumores como de colon, mama, pancreas, melanoma, cancer de gliomay
linfoma. Efectos anticonvulsivos, sedantes, y antidepresivos (Francomano et al.,
2019).

En la figura 28 se muestran los compuestos por GC-MS (extraidos con acetonitrilo),
se aprecian en mayor area con respecto al tiempo de retencién el 2-metoxi-4-vinil-
fenol, acido benzoico, 2,5-dihidroxi-, metil éster, acido propionico -(4-hidroxi-3-me-

toxifenil, acido hexadecanoico y acido oleico.
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Figura 28. Compuestos identificados por GC-MS.

En la tabla 13 se muestran algunos de los compuestos identificados encontrados
en el extracto etandlico de la cascara de tuna O. streptacantha extraidos con ace-
tonitrilo, sus tiempos de retencion, area, la formula molecular condensada y referen-
cias de trabajos en los que se han explorado su actividad. Se identificaron 37 com-
puestos entre los que podemos encontrar acidos carboxilicos, compuestos fendli-
cos, cetdnicos, aldehidos, alcoholes, acidos grasos insaturados, esteres e hidrocar-
buros.
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Tabla 13. Compuestos identificados (extraidos

etandlico O. streptacantha por GC-MS.

con acetonitrilo) en el extracto

Tiempo de Compuesto Area Formula Funcion
retencion molecular
5.294 Acido 6-noninoico 25524266  Co His O2
(Acido graso)
6.538 Acetato de 8-te- 15933815 Cis H3o O2
tradecen-1-ol (és-
ter carboxilico)
6.915 Epoxido de cis- 3754674 Cis H24 O
(2)- alfa -bisabo-
leno (sesquiter-
peno)
7.247 3-hidroxitetrade- 6707175 Cis H30 O3
canoato de metilo
(éster graso)
7.726 D-manosa (mo- 18072501 Cs Hi2 Os -Tratamiento para
nosacarido) contrarrestar en-
fermedades como
la diabetes, infec-
ciones del tracto
urinario, trastorno
congénito de la
glicosilaciéon  (Hu
et al., 2016)
8.72 Acido benzoico, 48472703 Ci3His O3
2-(2-metilbutil)
oxi-, éster meti-
lico (acido carbo-
xilico)
11.059 D-glicero-D-talo- 20789377 C7 Hia O7
heptosa (mono-
sacérido)
12.533 2-metoxi-4-vinilfe- 541091274 CoHi002 Antimicrobiano,
nol (fenol) antioxidante, anti-
inflamatorio y
analgésico
(Rubab et al.,
2020).
-Anticancerigeno
(Kim et al., 2019)
13.61 Diisobutirato de 133817659 Cis H3o O4
2,2,4-trimetil-1,3-
pentanodiol (Gli-
col)
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10

14.292

Acido propanoico,
2-metil-, 3-hi-
droxi-2,4,4-trime-
tilpentil éster (és-
ter)

134597185

C12 H24 O3

11

15.065

1-(3,6,6-trimetil-
1,6,7,7 a-tetrahi-
drociclo-
penta[c]piran-1-il)
etanona

70219448

C13H18 O2

-Antihistaminico
(Diep et al., 2021)

12

17.239

Epoxido de isoa-
romadendreno
(sesquiterpe-
noide)

11714499

CisH240

-Actividad antioxi-
dante y antibacte-
rial (Hameed et
al., 2015)

13

17.957

2,4-di-terc-butilfe-
nol (fenol)

222310643

C1sH20

-Propiedades an-
tifingicas y anti-
oxidantes
(varshaa et al.,
2015)

14

18.574

Acido benzoico,
2,5-dihidroxi-,
metil

éster (acido car-
boxilico)

311622386

CsHs Oz

15

19.891

Acido  formico,
3,7,11-trimetil-
1,6,10-dodeca-
trien-3-il éster

241267026

Ci16H26 O2

16

19.173

Fenol, 3-(1,1-di-
metiletil)-4-
metoxi- (fenol)

79560820

C11H16 O2

17

20.563

Epdxido de asca-
ridol

7670028

C10H16 O3

-Anticancerigeno
(Hussein et al.,
2016)

18

20.757

12-oxatriciclo
[4.4.3.0(1,6)]tride-
cano-3,11-diona
(cetona)

3158360

C12H16 O3

19

21.097

4-(2,6,6-trimetil-
ciclohex-1-enil)-
butano-2-ol (ses-
quiterpenoide)

58952368

C13H240

20

21.678

5-hidroximetil-1,1,
4a-trimetil-6-
metilendecahidro-
naftalen-2-ol

3467242

Ci15 H26 O2
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(sesquiterpe-
noide)

21

24.072

Etil-beta-(4-hi-
droxi-3-metoxi-fe-
nil)-propionato

428148694

C12 Hie Os4

22

24.284

Acido propionico
B-(4-hidroxi-3-
metoxifenil)
(dcido  carboxi-
lico)

344702732

Ci10H12 04

-Regulador  del
metabolismo de
los lipidos hepati-
cos y sensibilidad
alainsulinaenra-
tones (Ohue-
Kitano et al.,
2019)

23

24.763

4-(2,2,6-trimetil-7-
oxabiciclo
[4.1.0]hept-4-en-
1-il) pent-
3-en-2-ona (ce-
tona)

68142014

C14H22 02

24

25.5

9-etoxi-10-oxatri-
ciclo
[7.2.1.0(1,6)]do-
decan-11-ona
(cetona)

5843465

C13H20 03

-Efecto  antican-
cerigeno
(Hussein et al.,

2016)

25

25.73

1-(5,5-dimetil-2-
metileno-5,6,7,
7a-tetrahidro-2H-
ciclopenta[b]pi-
ran-4a-il)-etanona
(cetona)

4209055

Ci13H18 O2

26

26.043

Acido  2-metoxi-
6,10-dimetil-do-
deca-2E,67,10Z-
trienoico, 12-ace-
toxi-, éster meti-
lico

2494780

C1s8H2s8 Os

27

27.848

Acido 11,13-dihi-
droxi-tetradec-5-
inoico, éster meti-
lico

15599953

Ci15H26 O4

28

28.29

12-hidroxi-14-me-
til-oxa-ciclotetra-
dec-6-en-2-ona

3820211

C14 H24 O3

29

28.76

Picrotoxina  (hi-
drocarburo)

14141848

Cs0 Hzs O13
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30 28.944 Acido hexadeca- 409272222 Cis Hs2 O2 Antioxidante, hi-
noico/ acido pal- pocolestero-
mitico (acido lémico, antiinfla-
graso saturado) matorio

(Kavitha, 2021)
-Nematicida, an-
tiandrogénico
(Awonyemi et al.,
2020)

31 29.552 Alcohol trans-si- 208216030 Ci1 Hia Os
napilico (acido
carboxilico)

32 32.167 Acido oleico 269662522 CisH340z2 -Propiedades an-
(acido graso insa- tifangicas, antiin-
turado) flamatorio, anti-

oxidante y anti-
bacterial
(Awonyemi et al.,
2020).

33 3249 Ester etil 4cido li- 124119654 C20HssO2  -Hipocolestero-
noleico (acido lémico, Nemati-
graso insaturado) cida, Antiartritico,

hepatoprotector
Antiandrogénico,
hipocolestero-
|émico, Antihista-
minico y Antiacné
(Sudha et al.,
2013).

34  32.628 Acido octadeca- 240907380 CisH3sO2  -Antifingico, anti
noico (acido tumor y antibacte-
graso) rial (Awonyemi et

al., 2020)

35 32.766 Oleato de etil 116910610 C20H3s0:2
(acido graso insa-
turado)

36 37.058 Acido 10,13-octa- 95616286 CigHsoO2

decadiinoico, me-
til
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éster

37 42.16 Fitol (diterpeno) 84003355 C20H400 -Antimicrobiano,
Anticanceroso,
Diurético, Antiin-
flamatorio (Sudha
et al., 2013)

2 metoxi 4-vinilfenol. Es un compuesto fendlico, presenta propiedades antimicro-
biano, antioxidante, antiinflamatorio y analgésico (Rubab et al., 2020). Se demostr6
tener actividad anticancerigena en lineas celulares de cancer de pancreas ( Kim et
al., 2019)

D- manosa. Es un monosacarido que participa en la en la biosintesis de la mayoria
de las proteinas y glicoproteinas secretoras en el cuerpo humano. Reduce el riesgo
de infecciones del tracto urinario debido a la accion de la d-manosa de fomentar la
inhibicion de la adherencia bacteriana a las células uro epiteliales. Combate enfer-
medades como la diabetes, enfermedades intestinales, y fortalece el sistema in-
mune. En los 90’s se usé como un tratamiento terapéutico nutraceutico para tratar

el trastorno congénito de la glicosilaciéon (Hu et al., 2016).

Acido propiénico B-(4-hidroxi-3-metoxifenil). Es un &cido carboxilico, se produce
en la flora intestinal de ratones a partir del &cido 4-hidroxi-3-metoxicindmico, mejoré
y regulé el metabolismo de los lipidos hepaticos y la sensibilidad a la insulina (Ohue-
Kitano et al., 2019).

El acido oleico. Es un acido graso insaturado, tiene la caracteristica de incidir en
la membrana celular y modificar sus propiedades biofisicas, util en el tratamiento
del cancer de prostata y mama, ademas de reducir el colesterol de baja densidad y

el indice glucémico (Awonyemi et al., 2020).
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8. ESTANDARIZACION DE LA FORMULACION DEL
HELADO FUNCIONAL CON EXTRACTO DE CASCARA
DE TUNA

Se evaluaron dos formulaciones de helado; HA y HS y a continuacién se realizaron
pruebas de analisis proximal donde se determind la cantidad de proteinas, carbohi-
dratos totales, grasas y el valor caldrico, registrando una mayor cantidad de protei-
nas en el helado con estevia y un bajo nivel calérico en comparacion con el helado
con sacarosa, aungque resultd con una mayor cantidad de grasas en el helado este-

via.

Para la cuantificacion de compuestos bioactivos a partir de las dos formulaciones
de helado HA y HS se formularon tres diferentes proporciones del extracto etandlico
afadido de cascara tuna al 0.5 %, 1 % y 1.5 %, se obtuvo una cantidad elevada de
compuestos bioactivos al 1.5 %, siguiendo la l6gica que al aumentar el porcentaje

afiadido de extracto aumentaria la cantidad de compuestos bioactivos.

Se aplicaron pruebas de capacidad antioxidante en el helado HAy HS al 1.5 % de
extracto afladido, obteniéndose una aceptable captacion de los radicales Oze y NO-

en ambas formulaciones, y registrdndose nula captacion de ROO- y HCIO.

9. ANALISIS QUIMICO PROXIMAL DEL HELADO

En la tabla 14 se muestra el analisis quimico proximal de las dos formulaciones de
helado funcional, incluyendo el helado endulzado con sacarosa y la formulacion con
estevia. Como se observa, el contenido energético es mayor en la formulacién HA,
ya que al sustituir la sacarosa por estevia se reduce la cantidad de carbohidratos

presentes en el helado. Marcas comerciales que afladen azucares en sus
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formulaciones como el helado napolitano Holanda® contiene 174 kcal y el helado
nata con fresas de Nestle® con 163 kcal. Los valores obtenidos del porcentaje de
humedad, fue ligeramente mas elevado en la formulacién con estevia (78.6 g), esto
debido al aumento de leche entera del 70% con sacarosa y al 83% con estevia,
siendo la formulacién HA mas cercano a lo reportado por la USDA (2020): con 55 g

para un helado comun de chocolate, y 60 g para un helado sabor vainilla.

En cuanto al contenido proteico, se observé un contenido superior en ambas formu-
laciones, HS (4.5 g/100 g) y HA (3.3 g/100 g) con respecto a los ofertados en el
mercado, por ejemplo, el helado napolitano Holanda reporta un contenido de 0.7 g
de proteinas y el helado de fresas con nata de la marca Nestlé® indica en su tabla
nutrimental un aporte de 1.3 g de proteinas. Esto puede atribuirse al contenido ele-
vado de proteinas en la leche en polvo utilizada como materia prima y al aumento
del porcentaje (83%) de leche entera afiadida en el helado estevia en comparacién
con la formulacién del HA (70%). Por otra parte, se observa una diferencia entre el
contenido de grasa del HA (9.3 g/100 g) y HS (14.1 g/100 g) y el reportado por
marcas comerciales como el helado napolitano Holanda con 7.5 g/ 100 g y el helado
de fresas con nata Nestlé 4.6 g/ 100 g; sin embargo, la concentracion de grasa en
un helado es crucial para obtener las mejores caracteristicas sensoriales del helado,
aportando una mejor textura, evitar el derretimiento temprano y promover la incor-
poracién del aire (USDA, 2019).
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Tabla 14. Andlisis quimico proximal del helado funcional.

Energia Humedad Proteinas Grasas Cenizas Carbohidra-
(kcal) (9) (9) (9) (9) tos (9)

Helado 1704 + 68.4+ 3.3+0.1° 9.3 0.6+0.1 184+432
saca- 13.22 0.3° 2.1° a

rosa

Helado 152.7 £ 786+ 45028 141+ 0.8 2.0 £0.35°
estevia 5.1° 0.42 3.52 0.12

El valor energético es por cada 100 g de producto. Los valores son expresados como la media +

desviacién estandar. Diferentes letras indican diferencias estadisticas con una significancia de
p<0.05. (ANOVA, prueba Tukey).

El porcentaje de cenizas por su parte, tiene un valor similar al reportado en USDA

(2020), con 0.7 y 1 g. Se aprecia una diferencia significativa en el HS y HA, ya que

los minerales de la leche como el calcio aportan compuestos no organicos al helado.

Tomando en cuenta el contenido de azucares se observa una diferencia muy mar-

cada entre el helado formulado con estevia y el reportado por marcas comerciales

como el helado napolitano Holanda con 26 g de carbohidratos totales y el helado de

fresas con nata Nestlé con 29 g. Cabe mencionar que el estevia tiene un grado de

dulzor de hasta 300 veces mas con respecto a la sacarosa (Salvador-Reyes et al.,

2014).
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Tabla 15.Porcentajes de reduccion del helado HA con respecto al helado HS .

Helado HA Helado HS % Reduccién .Sere-
duce?
Sl NO
Reducidoen 18.4 2.0 89.1 X
azlcares
Reducidoen 9.3 14.1 No hay reduc- X
grasas cion
Reducidoen 170.4 152.7 104 X

calorias

De acuerdo al criterio que menciona la norma NOM-086-SSA1-1994 (apartado

7.9.2) el comparar un producto de la misma marca con respecto a otro, pero con

distinta reformulacion, debe existir un minimo del 25% de reduccion de azucares y

se consideraria un producto reducido en azlcares. Con el helado HS se report6 una

reduccion en carbohidratos totales (azlUcares) con respecto al helado HA. En la tabla

15 se muestra el analisis realizado, en donde se puede notar claramente, que hubo

un 89.1 % de reduccion en azucares y un 10.4 % de reduccion en calorias del HS

en comparacion con él HA.
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10. COMPUESTOS BIOACTIVOS DEL HELADO
FUNCIONAL

En la tabla 16, se muestran los resultados de la cuantificacion de compuestos bioac-

tivos que se detectaron en las dos formulaciones de helados, pero adicionandole

tres diferentes proporciones de extracto de cascara de tuna: al 0.5 %, al 1 % y al

1.5 %.
Tabla 16. Compuestos bioactivos del helado HA y HS.
Parametro Extracto  Extracto  Extracto Extracto Extracto Extracto
0.5% 1% 1.5% 0.5 % 1% 1.5%
(HA) (HA) (HA) (HS) (HS) (HS)
Fenoles tota- 7.04 12.1 + 134 + 7.09 + 12.0 + 136+
les (mg +0.04¢ 0.09° 0.072 0.04¢ 0.09° 0.072
EAG/Q)
Flavonoides 43 % 95+ 120+ 42 + 937+ 12.44 +
totales (mg 0.14¢ 0.03P 0.052 0.14¢ 0.03 0.052
CAT/g)
Betacianinas 0.08 £ 0.15+ 0.25+ 0.08 £ 0.14+ 0.28 £
(mg BET/qg) 0.005¢ 0.02° 0.012 0.005¢ 0.02° 0.012
Betaxantinas =~ -------- 0.04 + 0.12 + 0.04+ 0.12+
(mg IN/g) 0.01P 0.022 0.01P 0.022

EAG, equivalentes de acido gélico; CAT, catequina; BET, betanina; IN, indicaxantina. HA, helado

con azucar; HS, helado con estevia. Los valores son expresados como la media + desviacion estan-

dar. Filas con diferentes letras indican diferencias estadisticamente con una significancia de p<0.05.

(Prueba t).
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Como se puede notar, la concentracion de los compuestos analizados de fenoles
totales, flavonoides totales, betacianinas y betaxantinas fue aumentando de
acuerdo a la cantidad de extracto afiadido de 0.5 a 1.5 %. Existen diferencias signi-
ficativas p<0.05. (Prueba Tukey) con respecto a las tres formulaciones tanto para el
helado HA y HS (tabla 16); sin embargo, no se muestran diferencias estadistica-
mente significativas cuando la cantidad de extracto adicionado era la misma. La
concentracion de extractos al 1.5 % resulto ser las mas idénea para posteriores

formulaciones del helado.

10.1 CAPACIDAD ANTIOXIDANTE DEL HELADO FUNCIONAL

En la tabla 17 se muestran los resultados de la capacidad antioxidante del helado

funcional.
Tabla 17.Capacidad antioxidante del helado funcional.
H20:2 ROO- NO- OH- Oz~ HCIO
ECso ECso ECso ECso ECso ECso
(mg/mL)  (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL (mg/mL)
Extracto 1.14 + > 4.0 0.087+ 1.02+ 0.027+ 1.73+0.05
(etanol 0.03 00.1 0.14 0.002
60%)
Helado HA 46.252+ >sin 0.4372+ 4.65°+ 0.5922 Sin reac-
(15mg/g) 1.04 reaccion 0.03 0.16 +0.01 cion
Helado HS 45.342+  >sin 0.4322+ 452+  0.580° Sinreac-
(15mg/g) 1.6 reaccion 0.04 0.14 +0.03 cion

Los valores son expresados como la media + desviacion estandar. Diferentes letras en la misma

columna indican diferencias estadisticamente con una significancia de p<0.05. (ANOVA, prueba Tu-

key).
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La capacidad antioxidante que presenté el extracto con el H202, ROOe, OH+ y HCIO
no fue eficiente, por consecuencias al afiadirlos al helado se esperaba que ECso
fuera bajo o nulo (ROQOe, HCIO). En las formulaciones del helado HS y HA no se
registré capacidad para captar el radical ROO+ y HCIO.

Un factor a considerar es la union molecular de las proteinas de la leche con los
polifenoles, esto provoca una disminucién de la captacion de las especies reactivas
(Kabir et al., 2021), no obstante, era un efecto esperado, el aumento de la ECso,
puesto que la concentracion de fenoles totales, flavonoides totales, betacianinas y
betaxantinas del extracto de cascara de tuna disminuye al ser adicionado en ambas
formulaciones de helado funcional, asi, para captar al menos el 50% de las especies
reactivas de H202 se requieren 1.14 mg/mL de extracto, el HS presenta una ECso
de 45.3 mg/mL y HA una ECso de 46.25 mg/mL, sin embargo, no se detectaron di-
ferencias estadisticamente significativas (p<0.05) con respecto al HA y HS. El valor
de ECso del extracto de cascara de tuna para captar al radical OH« fue de 1.02
mg/mL, en el HS fue de 4.52 mg/mL, ligeramente mas en €l HA (4.65 mg/mL), pero
sin diferencia significativa estadisticamente entre las formulaciones de helado. El
extracto de cascara de tuna de O. streptacantha result6 eficiente en captar los radi-
cales NO- y O+, a diferencia de lo observado en la tabla 17, donde se presentan
valores de 0.432 mg/mL (NO-) y 0.580 mg/mL (Oz2¢) con diferencia significativa es-
tadisticamente (p<0.05) para el HS y él HA respectivamente, por lo que se piensa
que influy6 en la formulacién el aumento de leche y sustitucion de la sacarosa por
estevia, aunque no hubo efectos en la disminucién en la captacion del radical Oze,
como lo argumenta Kabir et al. (2021), indicando que la capacidad antioxidante es

baja debido a uniones de proteina-polifenoles.

Debido a que no hubo diferencias estadisticamente significativas en cuanto a la
concentracion de compuestos bioactivos analizados en las dos formulaciones de
helado, se optd por elegir una formulacion de helado para posteriores analisis, to-
mando en cuenta las caracteristicas nutrimentales y como la cantidad de proteina y

el que sea reducido en carbohidratos, se continuard trabajando con la formulacién
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HS con un 1.5 % de extracto de cascara de tuna adicionado, debido a una desta-

cable captacion de los radicales Oz2¢ y NO-.

11. EVALUACION SENSORIAL DEL HELADO

Los resultados de las pruebas de evaluacion sensorial hedonica del HS con ex-
tracto y sin extracto de cdscara de tuna, se muestran en la tabla 18. Se observan
las puntuaciones de los atributos sensoriales de olor, color, sabor y textura por en-
cima del valor 75 (me gusta) en el helado con y sin extracto. El valor mejor puntuado
es la textura en ambas formulaciones. El total global lo sitia por encima del valor 75
(me gusta). No se detectaron diferencias significativas entre el helado con extractos
y sin extractos mediante una prueba t student (p <0.05) (Anexo 2), lo que implica
gue los extractos afladidos al helado endulzado con estevia no influyeron en el olor,

color, sabor y/o textura del helado.

Tabla 18. Grado de aceptabilidad de las dos formulaciones del helado.

Atributo Helado estevia Helado estevia
(con extractos) (sin extractos)
Olor 76.0 £ 23.3 76.6 +17.5
Color 82.0+17.4 82.3+14.3
Sabor 83.5+16.5 82.4+18.3
Textura 92.0+13.1 93.8+ 125
Total global 81.2+5.7 83.8+7.2

Los valores son expresados como la media + desviacion estandar.
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12. VIDA DE ANAQUEL

Anélisis sensorial

Los resultados de los analisis sensoriales a -6 °C y -18 °C durante 49 dias se mues-

tran en las figuras 29 y 30.

100 B Helado (Odias)
B Helado (6 dias)
@ Helado (14 dias)
B Helado (22 dias)
% i Helado (30 dias)
B Helado (38 dias)
(

Helado (49 dias)

Ll

Puntuaciones analisis sensorial

olor color sabor textura global

Figura 29. Evaluacién sensorial hedonica del helado a -6°C

Para el analisis sensorial del helado almacenado a -6°C fue el que obtuvo una pun-
tuacion menos favorable del total global (69.0 £ 9.0) al final de los 49 dias. El atributo
del color fue el que resulté con una mejor puntuacion (78.3 + 12.1) y la textura obtuvo
la menor puntuacion (56.6 + 11.8) al final de los 49 dias, es entendible debido a la
liberacién del aire atrapado entre las moléculas de grasa y los aditivos del helado,

se observo una disminucion de su volumen en el contenedor.
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Figura 30. Evaluacion heddnica del helado a -18 °C

Para el analisis sensorial del helado almacenado a -18 °C se registré una puntuacion
mas favorable del total global (72.2 + 2.9) en comparacién con el helado almace-
nado a -6 °C, esto al final de los 49 dias. El atributo del color fue el que resulté con
una mejor puntuacion (77.5 + 12.5) y el de menor fue el sabor (70.8 + 13.6), aunque
se mantiene cercana a la puntuacion de 75 = me gusta. El atributo de la textura
obtuvo una puntuacion de 75.5 + 9.0, superior a la registrada en el helado a -6 °C,
se debi6 a una mejor preservacion y captacion del aire entre las moléculas de grasa,

le da una textura mas cremosa y agradable al paladar.

a) Calculo del tiempo critico

En la figura 31 inciso A y B se muestran las graficas de dispersion de los datos
obtenidos de los andlisis sensoriales -6 y -18 °C. Datos tabulados obtenidos (véase
Anexo 3).

Se hizo un ajuste al primer muestreo del 100 % asumiendo que existe subjetividad

en la prueba heddnica, el dia cero representa una maxima aceptacién sensorial.

Con un promedio de puntaje de 50 puntos equivalente a “ni me gusta ni me disgusta”
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en el estudio del analisis sensorial se toma como un punto de corte y se calculo el
tiempo critico (Rondon et al., 2004; Jiménez-Herrera, 2018). La correlacion de Pear-
son fue de 18 °C y -6 °C fue de r? = 0.904 (-18°C) y r’=0.965 (-6 °C).
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Figura 31. A) Grafica de dispersion para los valores obtenidos del andlisis senso-
rial a -18 °C, B) Gréfica de dispersion para los valores obtenidos del analisis
sensorial a -6 °C, C) Gréfica de dispersion para los valores obtenidos del pH a -

18 °C, D) Grafica de dispersion para los valores obtenidos del pH a -6 °C.

Figura 31 inciso C y D se muestran los datos graficados obtenidos para el pH, se
muestra una excelente correlacion entre los dias y el valor del pH. La correlacion de
Pearson fue de r>=0.965 (-18 °C) y r?= 0.982 (-6 °C).

En la figura 32 inciso A y B se muestran los datos graficados obtenidos para la
acidez, se muestra una excelente correlacion para las pruebas de almacenamiento
a -6°C. A -18 °C se obtuvo una r?=0.921 y para -6 °C fue de r?> = 0.986
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Figura 32. A) Grafica de dispersion para los valores obtenidos de la acidez a -

18 °C. B) Grafica de dispersién para los valores obtenidos de la acidez a -6 °C.

En la figura 33 se muestran los datos graficados obtenidos para el indice de peroxi-
dos, se muestra una excelente correlacién para el dia de almacenamiento a -6 °C.
El valor de Pearson fue de r? = 0.985. No se registr6 actividad de variacion a tem-

peratura de almacenamiento a -18 °C durante los 49 dias de prueba.
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Figura 33. Gréfica de dispersion para los valores obtenidos del indice de peroéxi-
dos a -6°C.

b) Célculo del tiempo por Qo

Para determinar el tiempo real (Q1o) se traduce como los dias de vida util a determi-
nadas temperaturas establecidas, se realizaron los célculos correspondientes de
acuerdo a la Ecuacién 13, se obtiene el logaritmo de los dias criticos del andlisis
sensorial, pH y acidez de acuerdo a su punto de corte (tabla 19). Se omiti6 el indice
de peréxidos a -18°C debido a que no present6 variacion durante el periodo de

prueba.

Tabla 19.Calculo de los logaritmos del tiempo critico.

Log
Temp. 0 Critico Tiempo
°C (senso-
rial) Dias Dias
-18 244.34 2.3880
-6 183.5 2.2636
Log
Temp. 0 Critico Tiempo
°C (pH) Dias Dias
-18 205.03 2.3118
-6 179.5 2.2541
Log
Temp. 0 Critico Tiempo
°C (acidez) Dias Dias
-18 2849.09 3.4547
-6 2339.6 3.3691
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Tabla 20.Resultados del Q1o de los analisis sensorial y fisicoquimicos.

Temp. °C (Senso- Log 6 Temp. °C Log 6 Temp. °C (aci- Log 6
rial) Dias (pH) Dias dez) Dias
-18 2.3880 -18 2.3118 -18 3.4547
-6 2.2637 -6 2.2541 -6 3.3691
Pendiente -0.0104 | Pendiente -0.0048 | Pendiente -0.0071
Interseccion 2.2015 | Interseccion 2.2253 | Interseccion 3.3263
Temp. °C (Senso- |0 Real Temp. °C 0 Real Temp. °C (aci- 0 Real
rial) Dias (pH) Dias dez) Dias
-18 244.3 -18 205 -18 2849
-15 227.5 -15 198.3 -15 2712.1
-13 216.9 -13 194 -13 2624.4
-10 201.9 -10 187.6 -10 2498.2
-8 192.5 -8 183.5 -8 2417.5
-6 183.5 -6 179.5 -6 2339.4
0 159 0 168 0 2119.8

Como se muestra en la tabla 20, los datos obtenidos para el andlisis sensorial del
Q10 muestran una disminucion de la vida de anaquel conforme aumenta su tempe-
ratura, el punto de corte fijado es de 50 puntos de escala hedonica, por lo que a una
temperatura de almacenamiento de -18 °C aproximadamente tendria una vida util
de 244 dias. El punto de corte del pH puede establecerse en 7, segun Ramirez-
Navas et al. (2015), se fija un pH de 7 como maximo para mantener un indice de
calidad de un helado, esto debido a la actividad metabdlica que pudieran generar
bacterias psicrotrofas, por lo que llegan a alcalinizar el helado, es decir, que trans-
curridos 205 dias se podria alcanzar un nivel de pH de 7 a -18 °C de almacena-
miento. De acuerdo a los datos obtenidos para la acidez titulable (eq. de acido lac-
tico), el punto de corte es de 2.2 g/L acido lactico, segun Arbuckle (1986) fija este
pardmetro como un valor maximo para helados, conforme aumentaban los dias au-
mentaba el nivel de acidez, por lo que al llegar a un maximo de 2.2 g/L &acido lactico
se obtiene una vida de anaquel a -18 °C de 2,849 dias, como lo menciona Arbuckle
(1986) los rangos de acidez titulable de cada formulacion de helado varian y no son

exactos, debido a la adicién de frutas, aditivos y condiciones de almacenamiento.
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c) Correlacion entre dos variables

La vida de anaquel se calcula con andlisis sensoriales y microbiologicos, pero tie-
nen una enorme desventaja debido al alto tiempo invertido y gasto econémico, por
lo que se propone realizar una correlacion entre el analisis sensorial y los parame-

tros fisicoquimicos.

Tabla 21. Calculo de la correlacion del analisis sensorial y fisicoquimicos para la

obtencion de vida de anaquel a -6 °C.

Sensorial Acidez Peroxidos
Dias (-6 °C) (-6 °C) (-6 °C)
X Y Y
0 83 0.182 0.860
6 81 0.185 0.860
14 81 0.194 0.880
22 78 0.196 0.890
30 75 0.207 0.900
38 74 0.215 0.910
49 69 0.223 0.930
Correlacion -0.97 -0.97
Pendiente -0.003 -0.005
Interseccion 0.043 1.283
Sensorial 50 50
Fisicoquimicos
Acidez 0.283
Peroxidos 1.029
Vida anaquel 130.02 117.8

En la tabla 21 se muestran los céalculos de vida de anaquel mediante una regresion
lineal a una temperatura de almacenamiento de -6 °C. Existe una marcada correla-
cion entre el puntaje sensorial y los datos obtenidos de la acidez y el indice de pe-
roxidos (r = -0.97) y (r = -0.97), al fijar un punto de corte de 50 puntos de escala
sensorial obtenemos un punto de corte de la acidez de 0.283 y 1.029 para el indice

de perodxidos, de esta manera se obtiene la vida de anaquel de un total de 130 dias
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para la acidez y 118 dias para el indice de peroxidos. De esta manera se puede
obtener la vida de anaquel empleando otras temperaturas como por ejemplo a -18
°C. En un futuro podrian requerirse mas estudios se descartaria el analisis sensorial

y directamente se podria calcular el indice de peréxidos o la acidez del helado.

12.1 RESULTADOS OBTENIDOS DE VIDA DE ANAQUEL

Los calculos obtenidos de la vida de anaquel del helado con extractos de cascara
de O. streptacantha se muestran resumidos en la tabla 22, Ung-Min et al. (2018)
propone elegir el pardmetro de evaluacion que generd el menor nimero de dias
calculados, en este caso seria el atributo del pH, a -18 °C con 6.8 mesesy a -6 °C
con 6 meses de duracién. Ung-Min et al. (2018) calcul6 la vida de anaquel con el
parametro del pH con helados comerciales y registro una vida de anaquel de 2 afios
almacenados a -18°C y a -6°C de 2 meses.

Tabla 22.Resultados de la vida de anaquel del helado stevia con los extractos
de O. streptacantha.

Temperatura °C Prediccién vida util en dias (sensorial)

-18 244.3 (8.1 meses)

-6 183.5 (6.1 meses)

Temperatura Prediccion vida util en dias (pH)

-18 205 (6.8 meses)

-6 179.5 (6 meses)

Temperatura Prediccion vida util en dias (acidez titulable)
-18 2849 (7.8 afios)

-6 2339.4 (6.4 afios)

Temperatura Prediccion vida util en dias (peroxidos)
-18 ———

-6 666 (1.8 afios)
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MICROCOMPOSICION ESTRUCTURAL DEL HELADO

En la figura 34, se aprecian las micrografias del HS con los extractos etandlicos
afiadidos al 1.5 %, obtenidas por microscopia electronica de barrido. La figura 34 A)
con un acercamiento de 100x, muestra las particulas globulares, podrian suponerse
sean las mezclas entre proteinas y grasas, ya en el B) se aprecien de manera mas
definida formas globulares principalmente de grasas, en el C) pueden apreciarse
estructuras mas complejas de grasas y carbohidratos, aunque a un acercamiento a
1000x (D)), comienzan a visualizarse estructuras amorfas debido a la naturaleza de

las uniones de proteinas y grasas.

SEl MAG: 100 x HV: 156.0 kV WD: 25.0 mm 1 SEl MAG: 250 x HV: 15.0 kV WD: 25.0 mm

20 pm

SEI MAG: 500 x HV: 15.0 kV WD: 25.0 mm SE| MAG: 1000 x HV: 15.0 kV WD: 25.0 mm

Figura 34. A) Micrografia a 100x, B) Micrografia a 250x, C) Micrografia a 500x,
D) Micrografia a 1000x
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VI. CONCLUSIONES

Los rendimientos de extraccion de compuestos bioactivos como fenoles totales,
flavonoides y betalainas fueron mayores en el extracto etandlico de cascara de tuna.
Ademas, se registré una eficiente captacion de los radicales NO-« y O2¢ en el extracto
etandlico, pudiendo ser un buen candidato para ser adicionado a un alimento fun-
cional tal como se propone en el presente trabajo, y asi proveerle caracteristicas
antioxidantes. Por lo que se eligié el extracto etandlico para adicionarlo al helado
funcional. Se logré formular un helado funcional reducido en carbohidratos totales,
mediante el uso de estevia con el objetivo de mantener un producto con caracteris-

ticas saludables.

Se analiz6 la capacidad antioxidante del helado estevia logrando obtener una des-
tacada captacion de los radicales NO- y Oz con un ECso de 0.437 mg/mL y 0.592
mg/mL resaltando su alta capacidad de captar el NO+ y Oz¢. Se consigui6 una cali-
ficacion hedonica global aceptable (me gusta), en el helado estevia con extractos,
almacenado a -18 °C durante los 49 dias, no se observaron efectos negativos con
la adicion de los extractos. Se obtuvo una vida de anaquel de aproximadamente 6
meses en el helado almacenado a -18°C. En el andlisis del extracto etandlico de O.
streptacantha por Cromatografia de Gases, fue posible detectar compuestos fendli-
cos, polioles, fitoesteroles, acidos grasos saturados e insaturados, destacan algu-
nos por su accion benéfica a la salud como el probucol, un compuesto con actividad
antioxidante, acido hexadecanoico, un acido graso con capacidad antioxidante y
antiinflamatoria, 2-metoxi-4-vinilfenol, un fenol con propiedades anticancerigenas,

antimicrobiano, antioxidante y antiinflamatorio.
Perspectivas:

Generar en una mejora y sustitutos en el helado para disminuir el porcentaje de
grasas en el helado estevia, ademas de aplicar estudios in vivo en modelos bioldgi-
cos y determinar el efecto benéfico del helado con extractos de la cascara de la tuna

O. streptacantha.
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1. ANEXOS

R \" t
B! Clences
Producto: HELADO DE FRESA. g

Pruebe la muestra de helado que se te presenta, e indique, segln la escala del 0 al 100 su
opinién sobre ella con respecto al COLOR, SABOR, OLOR y TEXTURA.

Marque con una X que corresponda a la calificacion de la muestra de helado de acuerdo a
su criterio. Escala de puntaje: 0= me disgusta mucho; 25 = me disgusta; 50= ni me gusta ni
me disgusta; 75= me gusta; 100= me gusta mucho.

Color
| | ] | | | | ] | | | | | | | | ] ] ] ] |
I 1 ] I 1 1 ] 1 | | T | | | | | 1 |
o 25 SO 75 100
Mle gusta
_ Me mucho
dispasta
mucho
Sabor
| | | | | | | | | | | | | | | | l l ] l ]
1 | 1 1 1 1 | 1 1 | 1 1 | | | I 1 1 | 1 1
o 25 50 75 100
Me musta
B % 5 macho
<disguasta
mucho
Olor
| | | | | | | | | | l | | | | | 1 ] 1 ] 1
1 | I 1 | 1 | I 1 | 1 1 1 | 1 I 1 | 1 | 1
o 25 50 75 100
Me zZusta
B % 15 mucho
disguasta
mucho
Textura
L1 | 1 1 1 1 | I N [ (N A NN NN I |
1 I I I | | I I I I 1 I | I I | | | | | |
(o) 25 50 F5 100
Me gusta
. Me macho
disgusta
mucho
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ANEXO 2

Table Analyzed [ata 1
Column B Helado -18"C [0 dias) Sin extractos
i VS,
Column A Helado -18"C [0 dias) Con extractos
Paired t test

F value 258

P value summary ns

Significantly different (P < 0.05)? MNeo

One- or two-tailed P value? Two-tailed

t. df t=1.317, di=4

HWumber of pairs 5

How big is the difference?

Mean of differences 08400

S0 of differences 1426

SEM of differences 0.63¥7

5% confidence interval -0.9204 te 2 610

R squared [partial eta squared) 0.3026
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ANEXO 3

Calculo del tiempo critico con el analisis sensorial del helado a -6 y -18°C.

Dias X (-18 °C) Parametro Y Dias X (-6°C) Parametro Y
0 100.000 0 100.000
6 98.000 6 98.000
14 97.000 14 98.000
22 96.000 22 95.000
30 92.000 30 92.000
38 94.000 38 91.000
49 89.000 49 86.000
Pendiente -0.2037 Pendiente -0.2755
Interseccion 99.7696 Interseccion 100.5424
Correlacion -0.9509 Correlacion -0.9823
Parametro Tiempo Parametro Tiempo
50 244.34 50 183.49

Calculo del tiempo critico del pH a -6 y -18°C.

Dias X (-18 °C) Parametro Y Dias X (-6°C) Parametro Y
0 6.440 0

6 6.450 6

14 6.480 14

22 6.520 22

30 6.530 30

38 6.540 38

49 6.570 49

Pendiente 0.0027 Pendiente 0.0031
Interseccion 6.4425 Interseccion 6.4390
Correlacion 0.9822 Correlacion 0.9908
Pardmetro Tiempo Pardmetro Tiempo
7 205.03 7 179.50
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Célculo del tiempo critico de acidez a -6 y -18°C

Dias X (-18 °C) Parametro Y Dias X (-6°C) Parametro Y
0 0.182 0 0.182

6 0.186 6 0.185
14 0.188 14 0.194
22 0.191 22 0.196
30 0.196 30 0.207
38 0.205 38 0.215
49 0.219 49 0.223
Pendiente 0.0007 Pendiente 0.0009
Interseccion 0.1790 Interseccion 0.1807
Correlacion 0.9599 Correlacion 0.9929
Parametro Tiempo Parametro Tiempo
2.2 2849.09 2.2 2339.60

Dias X (-6 °C) Parametro Y
0 0.860
6 0.860
14 0.880
22 0.890
30 0.900
38 0.910
49 0.930
Pendiente 0.0015
Interseccion 0.8568
Correlacion 0.9927
Parametro Tiempo
1.83 666.59
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Calculo del tiempo critico de peroxidos a -6°C
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