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RESUMEN

México es el principal productor de tuna a nivel mundial, sin embargo, su porcion
comestible es de tan solo el 35 al 55%, generando una gran cantidad de desechos
como las semillas y la cascara, esta ultima puede aprovecharse para extraer fibra y
antioxidantes, aplicando ultrasonido. El objetivo de este estudio fue optimizar el
proceso de extraccidn acuosa por ultrasonido de la cascara de tuna purpura
(Opuntia ficus-indica), utilizando metodologia de superficie de respuesta y la
caracterizacion de las propiedades funcionales y antioxidantes del residuo de la
extraccidon, para su utilizacion como aditivo nutricional en gelatina. Las céscaras
fueron congeladas, liofilizadas, molidas y tamizadas; se aplico ultrasonido en el
homogeneizado disuelto en agua en una proporcion del 4% (p/v), a una temperatura
de 25°C en condiciones de 70-80% de amplitud y tiempo de 3 a 13 minutos;
posteriormente se centrifugd y se evalu6 en el sedimento la capacidad de retencién
de agua (CRA) y lipidos (CRL), y en el sobrenadante las propiedades antioxidantes.
Se obtuvo la condiciéon Optima de proceso por la metodologia de superficie de
respuesta, se evalu6 la reproducibilidad y comparé con la muestra control. La
muestra optimizada se aplic6 en la elaboracidon de una gelatina cubriendo el 86% vy
93% de ingesta diaria recomendada (IDR) de vitamina C y fenoles, respectivamente.
Se evaluaron las propiedades fisico quimicas (pH, acidez titulable, sélidos solubles
y color), microbiolégicas (recuento de microorganismos aerobios mesdfilos,
enterobacterias y esporas) y antioxidantes (betaninas, betaxantinas, acido
ascorbico, fenoles totales, ABTS y DPPH).

El coeficiente de regresion indic6é que el tiempo fue el que influyé
significativamente en el comportamiento de la mayoria de los parametros
evaluados, permitiendo obtener la condicién 6ptima a 69 + 1% de amplitud por 13
minutos observando 8.43 g/g, (CRL) 18.9 mg EB/100 g (betaninas), 10.06 mg
EB/100 g (betaxantinas), 335 mg EAA/100 g (acido ascorbico), 711.787 mg
EAG/100 g (fenoles totales), 11174.86 umol ET/100 g (ABTS) y 689.146 pmol

L. . Satvador Wanzan Valdespins



ET/100 g (DPPH). El proceso de optimizacion fue reproducible para todos los
parametros, excepto CRL.

La muestra optimizada por ultrasonido presentdé una disminucién de
microrganismos comparado con el control, asi como mayores valores de betalainas,
fenoles, actividad antioxidante por DPPH, acido malico, acido citrico e indice de
retencion de glucosa.

La gelatina adicionada con el residuo ultrasonicado mostré buenas
caracteristicas antioxidantes por su contenido de betaninas (1.23 mg EB/50 mL),
betaxantinas (1.68 mg EB/50 mL), &cido ascorbico (154.67 mg EAA/50 mL), fenoles
totales (4475.09 mg EAG/50 mL), un pH ligeramente acido (3.71), baja cantidad de
solidos solubles (14.83 °Brix), ABTS (1.70 umol ET) y 138.5 pmol ET (DPPH) con
una coloracion rojiza-amarilla, ademas este producto presentd una total inactivacion
de microorganismos.

La utilizacién de los residuos de cascara de tuna purpura llevando a cabo
extraccion por ultrasonido, mejora la obtencién de compuestos antioxidantes y fibra
con propiedades de interés fisioldgico, que al incorporarlo en un producto comestible
se espera aporte beneficios a la salud humana previniendo enfermedades

ocasionadas por la baja ingesta de fibra y algunas relacionadas al estrés oxidativo.

Palabras clave: Antioxidantes, cascara, gelatina, Opuntia ficus-indica, tuna,

ultrasonido.



ABSTRACT

Mexico is the main producer of prickly pear worldwide, however, its edible
portion is only 35% to 55%, generating a lot of waste such as seeds and peel, that
one could be used to extract fiber and antioxidants applying ultrasound. The
objective of this study was optimize the process of agueous extraction by ultrasound
of purple prickly pear (Opuntia ficus-indica) peel through response surface
methodology on chacterization of antioxidant and functional properties and its
addition in jelly. Peels were frozen, lyophilized, milled and sieved; ultrasound was
applied to powder dissolved in water at a proportion of 4% (w/v) at temperature of
25°C in conditions of 70-80% of amplitude and time of 3 to 13 minutes; after was
centrifuged to evaluate the pellet the water (WRC) and lipid retention capacity (LRC),
and the antioxidant properties were evaluated in the supernatant. The optimum
process condition was obtained and reproducibility was evaluated, as well as was
compared with control sample. Optimized sample was applied in the elaboration of
a gelatin, covering 86% and 93% of the dietary reference intake (DRI) of vitamin C
and phenols respectively. On this product were evaluated physicochemical
properties (pH, titratable acidity, soluble solids and color), microbiology (total count,
enterobacteria and spores) and antioxidants.

In the regression coefficient indicated the time was the parameter that had
significant influence in the most of the determinations (lipid retention capacity,
betanins, betaxanthines, ascorbic acid, content of phenols and DPPH). The optimal
condition was obtained at 69 + 1% amplitude for 13 minutes, obtaining 8.43 g/ g,
18.9 mg BE/100g, 10.06 mg BE/100 g, 335 mg AAE/100 g, 711,787 mg GAE/100 g,
11174.86 pmol TE/100 g, and 689,146 umol TE/100 g in LRC, betanins,
betaxanthines, ascorbic acid, total phenols, ABTS, and DPPH, respectively. The
optimization process was reproducible for all parameters except LRC.

The ultrasonicated sample had a decrease of microorganisms compare with
control sample, and showed high values of betalains, total phenols, antioxidant
activity by DPPH, higher concentrations of citric and malic acid, and more glucose

retention index.


https://ods.od.nih.gov/Health_Information/Dietary_Reference_Intakes.aspx

Gelatine elaborated with ultrasonicated residue showed a slightly acid pH
(3.71), a low amount of soluble solids (14.83 °Brix), reddish-yellow coloration; a total
inactivation of microorganisms and antioxidant values of 1.23 mg BE (bethanins)
1.68 mg BE (betaxanthins) 154.67 mgAAE (ascorbic acid) 4475.09 mg AGE (phenol
content) 1.70 ymol TE (ABTS) and 138.5 umol TE (DPPH), per 50 mL.

By performing ultrasonic extraction in the peel of purple prickly pear, the
properties of fiber and antioxidants are potentiated and when gelatin is developed
from the ultrasonicated peel, it takes maximum advantage of the fruit and is expected
to contribute to human health by preventing diseases caused by low fiber intake and

those related to oxidative stress.

Keywords: Antioxidants, fiber, gelatin, peel, Opuntia ficus-indica, prickly pear,

ultrasound.



INTRODUCCION

En la actualidad existe un creciente interés por incluir en la dieta
componentes bioactivos que aporten beneficios a la salud, como las frutas y
hortalizas. Un fruto de consumo tradicional es la tuna (Opuntia ficus-indica),
proveniente del nopal (Opuntia spp) el cual ha despertado gran interés cientifico,
debido a que ademas de su valor nutricional, ha demostrado que ayuda a disminuir
el riesgo de padecer enfermedades cardiovasculares, oculares, neurolégicas,
cancer entre otras.

El procesado y el consumo de la tuna genera gran cantidad de desechos
como semillas y cascaras, esta Ultima representa una porcion importante del fruto,
entre el 40 y 50% del peso total, constituyendo ademas una fuente de compuestos
de interés nutricional, como fibra, fenoles y betalainas.

Estos desechos podrian ser una alternativa para el desarrollo de
complementos o aditivos en la industria alimentaria. Existen tecnologias
emergentes que facilitan la liberacion de los compuestos en los tejidos vegetales,
sin que se vean afectadas las propiedades organolépticas o nutricionales. Una de
ellas es el ultrasonido, que produce ondas de choque generadas por la transferencia
de energia acustica, que colisionan entre si ocasionando la ruptura de las
membranas celulares.

Diversos estudios donde se aplica ultrasonido en extractos de tuna purpura,
demuestran las ventajas de la aplicacion de esta tecnologia, entre ellas una minima
pérdida de sabor, mayor estabilidad fisica, inactivacion microbiana, liberacion de
compuestos antioxidantes y mayor vida util. La aplicacion del ultrasonido en dichos
residuos favorece la extraccion de los compuestos antioxidantes e inhibe la
actividad microbiana. Estos extractos pueden ser utilizados en diferentes alimentos
como aditivos con excelente capacidad antioxidante, y propiedades relacionadas
con el contenido de fibra, para la prevencion de enfermedades relacionadas con el
estrés oxidativo, como el estrefiimiento, constipacion, diabetes, hipertension,

Alzheimer, cancer, entre otras.



ANTECEDENTES

|. GENERALIDADES

1.1 Opuntia ficus-indica

El nopal (Opuntia ficus-indica) (figura 1) es una planta arbustiva
perteneciente al género Opuntia de la familia Cactaceae (1), nativa de las regiones
aridas y semiaridas de México, que se propagoé a regiones como el mediterraneo y
Africa del Norte (2). Son plantas suculentas arborescentes, arbustivas o rastreras y
se caracterizan por tener tallos o cladodios en forma de paletas, son planos,
suculentos y articulados, llamados comunmente pencas que alcanzan de 60 a 70

centimetros de longitud (3).

Figura 1. Planta de Opuntia ficus-indica

El género Opuntia abarca alrededor de 1500 especies de cactus, muchos de
ellos producen tallos y frutas tiernas comestibles (3) la parte tierna del tallo o
cladodio, es resistentes a las altas temperaturas (hasta 60 °C) (4) y a periodos
prolongados de sequia (1), se consume con frecuencia como un vegetal para
ensaladas, siendo un elemento de uso comun en la cocina mexicana, con un

consumo per capita estimado de 10 a 17 g/persona/dia (3).



En la mayor parte del mundo la planta florece una vez al afio; el fruto llamado

tuna se consume como fruta fresca de temporada (figura 2) (1).

Figura 2. Frutos de Opuntia ficus-indica

1.2 Tuna

La tuna (Opuntia ficus-indica) es un fruto de la familia de las Cactaceas que
posee gran diversidad de formas, tamafios y colores tales como el blanco, amarillo,
rojo y purpura (5), los cuales se deben a la combinacion de pigmentos provenientes
de las betalainas, el rojo-purpura de las betaninas y el amarillo-naranja dado por las
indicaxantinas (6), es caracterizado por poseer una pulpa carnosa y jugosa
entremezclada con un gran namero de pequefias semillas, y rodeados por una
cascara gruesa con pequefias espinas (7), cuyo peso proporcional aproximado se
detalla en la tabla 1, donde se aprecia que la cascara representa una fracciéon
importante del peso total del fruto, al ser el que obtiene un mayor porcentaje.

Tabla 1 Peso relativo (%) de los componentes

del fruto de Opuntia ficus-indica

Pulpa 28-58
Céscara 37-67
Semillas 2-10

Fuente modificada de: Jiménez-Aguilar et al. (7).



1.2.1 Descripcion morfologica de la tuna

El fruto usualmente es turbinado, esférico, cilindrico o eliptico, brillante, de
amarillo palido a rojo purpura, menos frecuentemente en combinacion de amarillo-
verde o amarillo-rojo, con un largo de 7a 9 cmy de 5 a 6 cm de anchura y un peso
aproximado de 86 a 146 g. Como se observa en la figura 3, la pulpa se presenta del
mismo color que la cascara, siendo jugosa y de ligeramente a muy dulce (12.4-15.5
°Brix); y con semillas lenticuladas o elipsoidales, presentando de 188 a 335 por fruto

(8).

Figura 3 Componentes del fruto de Opuntia ficus-indica:
a) Cascara; b) Pulpa; c) Semillas

Debido a su resistencia a las adversidades climaticas, es ampliamente

producida en regiones aridas y semiaridas de México y el mundo (9).

1.2.2 Distribucion, produccion y comercializacion

El fruto es originario de América y fue llevado por los espafioles a Europa, y
desde alli distribuido hacia otros paises del mundo, lo que ocasion¢ el origen de
muchos ecotipos con caracteristicas locales propias (10); posee diferentes nombres
segun la regién en la que se encuentre, es conocido como Prickly pear, Cactus pear,
Cactus fruit (Estados Unidos), Fico d' India (Sicilia), Figo morisca (Cerdefia), Figo
della barbarie (Italia); Higo chumbo (Espafia y Francia); Tzabar (Israel);
Kaktusfeigen (Alemania); Tapia (Marruecos) Turksupurug (Sudafica); Palma



forrageira (Noreste de Brasil); Mission cactus. (California) y Tuna en México y
Latinoamérica (9).

En México su cultivo es altamente rentable (10), por lo que participan
alrededor de 20 mil productores ocupando una superficie aproximada de 65,000
hectareas y se concentra principalmente en tres regiones: Puebla (Acatzingo y
Quecholéac), Valle de México (Estado de México e Hidalgo) y el Altiplano Potosino-
Zacatecano (Aguascalientes, Jalisco, Guanajuato, San Luis Potosi y Zacatecas)
(figura 4); el rendimiento promedio es de alrededor de entre 5y 20 toneladas por
hectarea. La interaccidon genotipo-ambiente en cada regién permite la maduracion

de los diferentes cultivares desde el mes de mayo hasta noviembre (11).

Figura 4. Principales Estados productores de tuna

a nivel nacional

El estado de Hidalgo es uno de los centros de produccién de tuna mas
importantes en el pais, con una superficie promedio de cultivo de 5,255 hectareas
equivalente al 11.3% del total nacional. En la figura 5 se muestran las principales
regiones productoras de tuna en Hidalgo, que son el Valle del Mezquital (Actopan,
El Arenal, Ajacuba, Ixmiquilpan, Huichapan, Fco. | Madero) y el Altiplano
hidalguense (Zempoala, Epazoyucan, Villa de Tezontepec, San Agustin Tlaxiaca,
Singuilucan, Apan y Tlanalapa) (12).



Figura 5. Principales municipios productores
de tuna en el Estado de Hidalgo

La ventaja de la produccién de tuna en el estado de Hidalgo, es que los
centros de consumo mas importantes son el Distrito Federal y el Estado de México,
lo cual representa una ventaja geografica siendo los meses de julio a septiembre el

periodo en el que se concentra el 90% de la produccion (12).

1.2.3 Usos de latuna

Aungue la tuna es utilizada principalmente para el consumo humano (13), es
empleada frecuentemente como forraje animal (14), ademas de ser utilizada para la
elaboracion de productos alimenticios como queso, mermeladas, enlatados,
congelados, bebidas refrescantes en polvo, bebidas alcohdlicas, yogurt, entre otros
(15); el fruto ha sido utilizado también en la medicina tradicional y en la industria
farmacéutica debido a la presencia de compuestos de interés nutricional y sus
propiedades benéficas (16), ademas de su alto contenido de antioxidantes y fibra
dietética (13).
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1.2.4 Composicion de la tuna

En la tabla 2 se muestra la composicion proximal de los frutos enteros con
espinas de Opuntia ficus-indica, siendo el agua el principal componente del fruto,
sin embargo presenta variaciones en el contenido de humedad debido a la
temporada, temperatura y humedad de la region, lo cual afecta el crecimiento de la
raiz y repercute directamente en la absorcion de nutrientes de la planta (4); de la
misma manera la variacién en el contenido de cenizas es ocasionada por la edad
del fruto. La cantidad de proteinas presenta valores bajos, asi como y el porcentaje
de lipidos y de fibra, en cuanto al valor caldrico se reportan cifras promedio de 3.77
kcal/g; en el contenido de azUcares totales hay grandes variaciones al respecto, lo
cual depende de la temporada ya que los valores bajos indican que la muestra se

recolect6 durante una temporada mas seca (17).

Tabla 2. Composicion proximal (promedio + DE) del fruto de
Opuntia ficus-indica

Contenido de humedad 87.07 + 0.86 %
Cenizas 4.03+£0.52%
Proteina 1.03 £ 0.06 %
Grasa cruda 0.40 + 000 %
Fibra cruda 1.37 £ 0.06 %
Valor calérico 3.77 £ 0.06 Kcallg
Az(cares 59.40 £ 0.10 %
Carbohidratos 92.57 + 0.99 %
Vitamina C 5.17 £ 0.06 mg/100 g
Mg 63,4 mg/100 g
Na 18.7 mg/100 g
K 108.8 mg/100 g
Ca 316.5 mg/100 g
Mn 37.8 mg/100 g
Fe 25.9 mg/100 g
Zn 12.6 mg/100 g
Cu 0.01 mg/100 g
P 0.05mg/100 g

Fuente modificada de: Chiteva R, Wairagu N (17).
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La intensidad de la luz durante la temporada de crecimiento influye en el
contenido de vitamina C, a mayor intensidad mayor sera la concentracion del
compuesto. Los minerales que se encuentran en mayor proporcion son el calcio,
potasio y magnesio, y no se reporta la presencia de minerales téxicos, como el
plomo o cadmio (7,17).

La tuna ha sido ampliamente estudiada debido a su importante contenido
nutrimental, teniendo el potencial para proveer beneficios importantes a la salud, a
pesar de ser la fraccion que contiene mayor cantidad de compuestos fitoquimicos y
antioxidantes son pocos los estudios que abordan el contenido y propiedades de las

cascaras (7).

1.3 Cascara de tuna

Las porciones no comestibles de la tuna (semillas y cascaras) han sido
estudiadas para emplearlas como ingrediente adicional de productos elaborados a
partir de la pulpa, siendo la ciscara la fraccion que aporta mejor textura y sabor que
las semillas (18). En los ultimos afios la produccion y consumo de tuna ha ido en
aumento, por lo que las cascaras deben ser evaluadas para estudiar y conocer su
potencial uso en la industria alimentaria, aportando propiedades nutricionales

importantes (19).
1.3.1 Composicion de la cascara de tuna

La tabla 3 muestra la composicién nutrimental de la cascara de tuna,
presentando mayor cantidad, lipidos y el doble de fibra dietética que lo reportado en

la pulpa, con mayores concentraciones de minerales como calcio, magnesio,

potasio, zinc y manganeso, y menores cantidades de sodio que la pulpa (19,20).
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Tabla 3. Composicion proximal
(promedio £ DE) de la cascara de
Opuntia ficus-indica

Humedad
Cenizas
Proteina
Lipidos
Carbohidratos
-Sacarosa
-Glucosa
-Fructosa
-Almidén
Fibra total
Hemicelulosa
-Celulosa
-Pectina
-Lignina
Ca
Mg
Na
K
P
Fe
Cu

Zn
Mn
Mb

90.33+0.21 %
3.05+0.15%
1.45+0.08 %
1.06 = 0.08 %
276+0.21%
2.36 %
21.0%
2.89 %
7.12 + 0.60 %
40.8 +1.32 %
20.8 +0.55%

71.4+1.99%

7.71 £1.45%
0.06 £0.01 %
2090 mg/100 g
322 mg/100 g

<0.85 mg/100 g
3430 mg/100 g
0.064 mg/100 g
8.31 mg/100 g
<0.85 mg/100 g

1.70 mg/100 g
72.9 mg/100 g
<0.34 mg/100 g

Fuente modificada de: Salim et al. (18); El-Kossori

et al. (19).
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1.3.2 Propiedades antioxidantes de la cascara de tuna

Los antioxidantes son sustancias quimicas que impiden que otras moléculas
se unan al oxigeno, interactuando mas rapido con los radicales libres y las especies
reactivas del oxigeno, tanto en medios hidrofilicos e hidrofébicos. (21,22). Los
antioxidantes se clasifican en dos grupos, el sistema enzimatico o endoégeno, que
se basa en un complejo de defensa que puede incluir la superoxidodismutasa,
catalasa, glutation peroxidasa, glutation reductasa, entre otras; y el sistema no
enzimatico o exdgeno, donde actuan compuestos como los flavonoides, vitamina E,
vitamina C, vitamina A, carotenoides y algunos minerales (21,23).

Los antioxidantes ejercen su funcion mediante dos mecanismos; el primero
se conoce como transferencia de atomos de hidrogeno, donde el radical libre elimina
un atomo de hidrégeno del antioxidante (ArOH), que se convierte en un radical por

la siguiente reaccion (24):

R* + ArOH — RH + ArO*

En el segundo mecanismo se lleva a cabo la transferencia de un electron,
donde el antioxidante puede donar un electron al radical libre, convirtiéendose asi

mismo en un cation radical (24):

R* + ArOH — R+ ArOH**

Al llevar a cabo estas reacciones en el organismo, evitan la oxidacion de
sustancias que puedan provocar alteraciones fisioldgicas, facilitando el uso
fisiol6égico del oxigeno por parte de las mitocondrias para reducir los efectos del
estrés oxidativo, por lo que la reposicion de los agentes antioxidantes debe ser
continua mediante la ingesta de alimentos (21,22), siendo la tuna una opcion rica
en compuestos antioxidantes como las betaninas y betaxantinas (25), acido

ascorbico (6) y compuestos fendélicos que actlian como agente antirradical (26).
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Ademas de las propiedades nutricionales, son una fuente prometedora de
mezclas biolégicamente activas, principalmente de polifenoles y betacianinas,
aunque también ha sido reportada la presencia de esteroles, betacarotenos,
vitamina E y vitamina K, cuyos extractos tienen compuestos que permiten el barrido
de radicales libres y propiedades anticancerigenas, por lo que su utilizacion como

suplemento dietético tiene efectos positivos en la salud humana (27).

1.3.2.1 Betalainas

Las betalainas (figura 6) son fitoquimicos caracteristicos de flores y frutos,
de la familia Cariophyllalae, del betabel, la tuna roja, y de algunos hongos
superiores. Estos pigmentos son derivados de acido betalamico y, dependiendo de
los componentes enlazados a la estructura principal, aparecen como betaninas o
betaxantinas (25), la primera cuando el grupo es 3,4-dihidroxifenilalanina que puede
0 no ser glicosilada, y la segunda si los grupos asociados de conjugacién son

aminoacidos o las aminas derivadas. (28).

HOOC COOH
H

Figura 6. Estructura quimica de las betalainas (28).

1.3.2.2 Acido ascérbico

El acido L-ascérbico (AA), comunmente llamado vitamina C (figura 7), es uno
de los agentes antioxidantes mas potentes. Es una vitamina hidrosoluble esencial,

sintetizada en los vegetales a partir de glucosa, mediante una serie de reacciones
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catalizadas por enzimas, sin embargo, los humanos no pueden sintetizar AA debido

a la ausencia de la enzima L-glucono-y-lactona oxidasa (GLO) (29).

La deficiencia de esta vitamina ocasiona escorbuto, cuyas las
manifestaciones clinicas son fatiga, mialgias, artralgias, purpura vascular, sindrome
hemorragico, hemorragia gingival y pérdida dentaria. Los signos biol6égicos mas
evidentes son la anemia, hipocolesterolemia, hipoalbuminemia, hiperqueratosis
folicular, hemorragias peri-foliculares, equimosis, edema y deficiencia en la

cicatrizacion (29).

Las frutas y verduras son las principales fuentes de vitamina C y una de las
principales reacciones bioquimicas del &cido L-ascoérbico es destruir los radicales
libres toxicos (hidroxilo y perhidroxilo) resultantes de los productos metabdlicos del
oxigeno (30) y junto con otros agentes como los compuestos fendlicos actian como

reductores protegiendo los tejidos del cuerpo contra el estrés oxidativo (31).

CH,0H
HCOH

Acido L Ascérbico

Figura 7. Estructura quimica del 4cido L
ascorbico (29).
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1.3.2.3 Fenoles

Los fenoles o compuestos fendlicos son compuestos organicos cuyas
estructuras moleculares contienen al menos un grupo fenol, un anillo aromatico
unido al menos a un grupo funcional hidroxilo (figura 8). Las clases principales de
polifenoles se definen segun la naturaleza de su esqueleto de carbono: acidos
fendlicos, flavonoides y los menos habituales estilbenos y lignanos (31). Los acidos
fendlicos son abundantes en los alimentos y existe gran interés debido a sus
propiedades antioxidantes, su participacion en procesos sensoriales y aplicaciones
benéficas en la salud humana, este ultimo como tratamiento y prevencion de
algunos tipos de cancer, enfermedades cardiovasculares y otras patologias de
caracter inflamatorio (32).

OH

Figura 8. Estructura quimica del grupo fenol.

Por otro lado, los antioxidantes y la fibra dietética son dos componentes
funcionales de los alimentos que suelen estudiarse por separado, sin embargo, una
parte de los elementos bioactivos presentes en los compuestos vegetales estan
asociados frecuentemente a los componentes de la fibra dietética (33).

1.3.3 Antioxidantes y fibra dietética de la cdscara de tuna

Algunos antioxidantes como los polifenoles pueden estar asociados a la
fraccion insoluble de la fibra, y los polifenoles de menor peso molecular, asi como
los flavonoides, acidos fendlicos o proantocianidinas, a la fibra soluble (34).

A partir de estudios realizados con materias primas altas en fibra y
compuestos polifendlicos asociados como cascaras de mango, naranja, pulpa de
guayaba, orujo de uva blancay uva roja, se definié el concepto de fibra antioxidante

como aquella materia prima, con un elevado porcentaje de fibra dietética y
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cantidades apreciables de antioxidantes naturales asociados a la matriz del
conjunto de compuestos no digeribles (35). Desde un punto de vista nutricional, es
importante tener en cuenta esta relacion, ya que los compuestos antioxidantes
asociados, pueden ser responsables de algunos beneficios que tradicionalmente se
han atribuido a la fibra dietética (33).

La tuna por si misma es una fuente importante de fibra, pues se ha reportado
que en el fruto completo incluyendo la pulpa, semillas y cdscara se encuentra hasta
un 1.32% de fibra dietética (17). Ademas, las investigaciones realizadas en las
cascaras de tuna recalcan su importancia como una fuente prometedora de
antioxidantes y fibra, que al estar presentes en los residuos, no son aprovechados

por la industria alimentaria o farmacéutica (25).

1.3.4 Fibra dietética en la cascara de tuna

La fibra dietética (FD) es un componente importante en los alimentos por sus
propiedades fisicas, quimicas y funcionales (36). La fibra es un conjunto de
polimeros de carbohidratos no digeribles, provenientes de las paredes de células
vegetales, que pasan a través del intestino delgado sin cambios, pero que se
fermentan en el intestino grueso (37).

El consumo de dietas ricas en FD (>20g/dia) puede reducir el riesgo de
enfermedad cardiovascular. Por cada 10 g/dia de incremento en el consumo por
fibra total habria una reduccién del riesgo de episodios coronarios en un 14%. El
consumo regular de entre 20-30 g/dia de fibra total reduciria del 12 al 20 % el riesgo
de enfermedades cardiovasculares (36).

Las recomendaciones actuales para una dieta saludable indican aumentar el
consumo de fibra proveniente de frutas, vegetales y cereales integrales (36), puesto
gue cada gramo de fibra soluble a partir de una dosis de 10 g/dia disminuiria en
promedio 1.73 mg/dL el colesterol total y 2.21 mg/dL el colesterol LDL (38,39).

Segun la solubilidad de las sustancias que la componen se divide en fibra
dietética soluble e insoluble y se basa en su posible fermentacion por la microbiota

colonica: soluble seria igual a fermentable (pectinas, mucilagos, inulina y almidén),
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e insoluble igual a no fermentable siendo excretada practicamente integra en las
heces (hemicelulosas, celulosas, lignina) (40).

Las fibras insolubles principalmente poseen gran capacidad para retener
moléculas (propiedades funcionales o tecnoldgicas), favoreciendo la funcion
intestinal (41).

La cascara posee una importante cantidad de fibra dietética insoluble, como
ocurre en la mayoria de las cascaras de frutos (7). En algunos estudios se reportan
concentraciones del 43 al 45 % de fibra dietética total, de los cuales, del 35 al 33 %
es fibra insoluble y del 9 al 10 % fibra soluble (7), siendo aproximadamente el 20.8
% hemicelulosa, el 71.4 celulosa, el 7.71 % pectina y el 0.06 % lignina, lo que
representa aproximadamente el doble de lo que aporta la pulpa (19). Tomando en
cuenta lo anterior, en una tuna de 163 g (peso promedio de una tuna puarpura), se
obtendrian aproximadamente 76.4 g de cascara (46.9 % del peso del fruto), dando
32 g de fibra total (7), que permitirian cubrir mas de la ingesta diaria recomendada
(IDR) de fibra para una persona adulta, que es de 25 g/dia (37), por lo que los
desechos de la tuna son considerados una fuente de fibra de buena calidad, ademas
de tener en su matriz gran cantidad de compuestos antioxidantes que se encuentran

unidos a la estructura de la fibra (3).

1.3.4.1 Propiedades funcionales de la fibra dietética

La fibra juega un papel importante en todas las funciones del sistema
digestivo, desde la masticacion hasta la evacuacion. Las dietas con un contenido
en fibra elevado requieren méas tiempo de masticacion, haciendo mas lenta la
velocidad de deglucion, lo que implica una mayor salivacién que repercute en la
mejora de la higiene bucal. A nivel estomacal las fibras solubles, como
consecuencia de su viscosidad, enlentecen el vaciamiento gastrico y aumentan su
distension prolongando la sensacion de saciedad; en el intestino delgado la fibra
soluble enlentece el tiempo de transito y aumenta el espesor de la capa de agua

gue deben traspasar los solutos para alcanzar la membrana del enterocito (42).
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Las propiedades funcionales de la fibra son las responsables de los efectos
fisiolégicos que desarrolla, y estan influenciadas por la matriz estructural de la fibra,
el tamafio de la particula, la fuente, asi como por el grado y el tipo de procesamiento
llevado a cabo; son determinadas por lo general in vitro y sirven para dar una idea
de su comportamiento in vivo, ya que en este medio estan sometidas a un entorno
fisiolégico muy complejo y a una serie de mecanismos que pueden modificarla (43),
cuando las fibras son utilizadas en la elaboracién de alimentos, las propiedades
fisicoquimicas influyen también en las caracteristicas fisicas de estos,
especialmente cuando se usan como agentes gelificantes, espesantes o
estabilizadores (44).

Algunas de las propiedades funcionales de la fibra son: la capacidad de
retencion de lipidos (CRL) y la capacidad de retencién de agua (CRA). Consisten
en la maxima cantidad de lipidos o agua en gramos, que puede ser retenida por
cada gramo de material seco en presencia de un exceso de aceite o agua bajo la
accion de una fuerza (44), las cuales ademas tienen efectos que permiten mejorar

la salud gastrointestinal (37).

1.3.4.2 Importancia de las propiedades funcionales de la fibra en la salud

Las propiedades antes mencionadas juegan un papel importante en la
salud humana. La CRA permite dar volumen a las heces aumentando el volumen
del contenido intestinal, favoreciendo el peristaltismo, facilitando, el transito
intestinal y la funcién evacuatoria, asimismo retiene sustancias toxicas evitando que
entren en contacto con la mucosa intestinal (45,46).

La CRL esta relacionada con la excrecion de esteroles y acidos biliares,
disminuyendo el colesterol LDL que esta directamente relacionado con las
enfermedades cardiovasculares, ayudando a prevenir y tratar padecimientos como,
hiperglucemia, hipertensién, obesidad y ciertos tipos de cancer (45). Las cascaras
de los frutos poseen mejores propiedades fisicoquimicas que la fibra soluble
contenida en la pulpa, ademas de ser una prometedora fuente alimentaria de bajo

aporte calorico (46).
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1.4 Métodos de extraccion

Debido al alto contenido de compuestos de interés nutricional que contienen
los residuos de tuna, se han realizado métodos de extraccion con solventes o en
medio acuoso, para aplicarlos como aditivos, conservadores o complementos
alimentarios (13), siendo mas comunes en la actualidad los métodos en los que se
aplican disolventes polares, temperatura o agitacion para la extraccion de
compuestos (47,48), aunque también existen tratamientos tecnolégicos no
convencionales, que se fundamentan en la mejora de la eficiencia por accion fisica
sobre el medio, ademas de ser inofensivas con el medio ambiente (49) y estar libres
de solventes que impacten en la calidad de los alimentos o en la salud de los

consumidores (50).

1.4.1 Tecnologias no convencionales

Las tecnologias emergentes presentan varias ventajas sobre los métodos
convencionales, ya que pueden llevarse a cabo a bajas temperaturas y permiten la
liberacibn de compuestos, la inactivacion de enzimas y de microorganismos
patdgenos, sin generar contaminacion, ni afectar de manera significativa el color,
sabor y sus propiedades nutricionales. Entre ellas se encuentran las altas presiones
hidrostaticas, pulsos de campos eléctricos y magnéticos de alta intensidad,
irradiacion, la ultra alta presion de homogeneizacion, el ultrasonido, entre otros
(47,48).

1.4.2 Ultrasonido
El uso de ultrasonido como una tecnologia alternativa a las tecnologias de
procesamiento convencionales, ha captado gran interés debido a la disminucién en

el tiempo de procesamiento, lo que reduce el consumo de energia, aumenta la

eficiencia y mejorar la vida util y la calidad del producto. Estas mejoras son posibles

21



debido a la transferencia instantanea de energia acustica que penetra las
membranas de los extractos de frutas (51).

Esta se caracteriza por ondas longitudinales que se producen cuando una
onda sonora se encuentra con un medio liquido, creando regiones de compresion y
explosion alterna (52), dichas regiones de cambio de presidon causan cavitacion que
genera burbujas de gas, con un area superficial mas grande durante el ciclo de
expansion, lo que aumenta la difusion de gas haciendo que la burbuja se expanda,
alcanzando un punto donde la energia ultrasénica suministrada no es suficiente
para retener la fase de vapor en las burbujas, por lo que se produce una
condensacion rapida. Las moléculas condensadas chocan violentamente creando
ondas de choque que originan implosion (figura 9) y zonas con temperaturas de
hasta 5500 °C y presiones de 50000 kPa, que son las responsables del efecto
bactericida (53).

Figura 9. Implosion de burbujas generada por ultrasonido (54).

Estudios realizados en jugos de vegetales han demostrado las ventajas del
uso de ultrasonido, siendo capaz de sustituir el tratamiento convencional, evitando
la pérdida del sabor y la degradacién de nutrientes, logrando ademas una mayor
homogeneidad, la inactivacidon microbiana, mejorar la estabilidad fisica, la retencién

y liberacion de compuestos antioxidantes (50,55).

1.4.3 Efecto del ultrasonido sobre los alimentos

Se ha aplicado también dicha tecnologia en cascaras de frutos como el
tomate, granada, platano, ciruela, uva, entre otros (56-59), reportando que el
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tratamiento permite la liberacion de compuestos antioxidantes, mejorando la
actividad antirradical de los compuestos, para aprovechar los remanentes en forma
de subproductos o aditivos alimentarios (59).

Se han realizado estudios de optimizacion por ultrasonido, permitiendo la
condicion optima de proceso donde se obtienen mejores extracciones en los
productos con propiedades de interés nutricional, evitando pérdidas de elementos
de importancia nutrimental (50,60), que al producir la mejor respuesta posible y
obtener alimentos con mejores propiedades, pueden representar opciones de
consumo para la poblacion (61) .

Estudios han reportado el uso de los residuos vegetales como
complementos y productos comestibles como fibras comerciales, mermeladas,
margarinas y gelatinas (13,61,62). Por lo que la elaboracion de un producto de
consumo habitual en la dieta, como la gelatina adicionada con cascara de tuna
ultrasonicada, permitiria que los consumidores puedan disponer de un producto en
el que la cascara aporte las propiedades organolépticas caracteristicas del fruto,
como color, sabor y olor.

1.5 Gelatinas

La Norma Oficial Mexicana NMX-F-041-1983 define el postre de gelatina
como “el producto elaborado por la mezcla de azucar refinada, grenetina de grado
comestible, con aditivos permitidos, deben cumplir con un color caracteristico de
acuerdo con la composicién del producto, olor, sabor y aspecto agradable y
caracteristico del sabor del producto, el contenido de grenetina de grado comestible
debe ser del 8.0 %; sacarosa de 60%; humedad de 2 %; proteinas (N x 5.55) base
seca de 7.0 + 1 %; acidez (acido citrico) base seca de 3.0 % y cenizas de 3.0 %. El
producto no debe contener microorganismos patdégenos, toxinas o inhibidores
microbianos, ni otras sustancias toxicas que puedan afectar la salud del consumidor
o provocar el deterioro del producto; debe estar libre de: fragmentos de insectos,
pelo o excretas, asi como de cualquier materia extrafia; ademas no debera contener
ningun contaminante quimico en cantidades que puedan representar un riesgo para
la salud” (63).
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Es comun desarrollar gelatinas comestibles, adicionando fracciones de
vegetales; por lo que al incluir los remanentes, representan una fuente agregada de

fibra y antioxidantes (61).

1.5.1 Productos elaborados con residuos de fruta

Se han realizado estudios en los que adicionan los epicarpios de frutos como
el platano y el mamey en productos de gelatina, como una manera de lograr el
aprovechamiento de los componentes del vegetal, lo cual conlleva a minimizar los
desechos producidos por la industria alimentaria. Dichos productos, ademas de
poseer caracteristicas organolépticas que las hacen aceptables ante los
consumidores aportan beneficios a la salud, reportando las concentraciones de

antioxidantes y demas compuestos bioactivos presentes en ellos (61,62).
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Il. ANTECEDENTES DEL PROBLEMA

Actualmente no existen estudios que reporten el efecto del ultrasonido en las
propiedades funcionales y antioxidantes de la fibra de cascara de tuna; para la
realizacion de este estudio, los antecedentes mas cercanos fueron aquellas
investigaciones en las que se reporta el contenido proximal de la cascara (19), la
evaluacion de su capacidad antioxidante (27); y aquellos estudios donde se reporta
el efecto de la aplicacion de ultrasonido en céascaras de jaboticaba (Myrciaria
cauliflora) y tomate (Lycopersicum esculentum), donde se reporta el efecto del
ultrasonido en las propiedades de la fibra y sobre los compuestos antioxidantes
(56,64). De la misma manera, se revisaron las investigaciones en las que se ha
aplicado ultrasonido en jugos de tuna (60) y aquellas en la que se aplica tratamiento
de ondas soOnicas en cascara de tuna para la cuantificacion de antioxidantes (25).

Para el desarrollo de la gelatina adicionada con cascara de tuna
ultrasonicada, se tomaron en cuenta estudios llevados a cabo en gelatinas de grado
alimenticio elaboradas a partir de residuos de platano (Musa acuminata) (61) y de
mamey (Pouteria sapota) (62), para obtener un producto con propiedades
organolépticas agradables y alta actividad antioxidante aprovechando los
remanentes de los frutos, apoyandose de la Norma Oficial Mexicana NMX-F-041-
1983 (63), que establece los estandares de calidad para los productos de gelatina

de sabores.
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l1l. MARCO TEORICO

Para la industria alimentaria es importante conocer la concentracion de
compuestos bioactivos de cada uno de los constituyentes de los frutos u hortalizas,
lo cual permitira su maximo aprovechamiento. Los estudios realizados en
remanentes de frutos como la tuna, pretenden evitar las pérdidas que representa
para los productores el desechar la porcién no comestible, ya que no son tomados
en cuenta los beneficios que podrian aportar a la salud humana.

Las porciones no comestibles como las semillas y céscaras tienen
propiedades y compuestos de interés nutricional, por lo cual es necesario aplicar
métodos emergentes amigables con el medio ambiente y libres de residuos. Como
el ultrasonido, que no altera las propiedades fisicas o sensoriales del alimento y
permite la liberacibn de compuestos del medio intracelular, ademas de inactivar
microorganismos.

Al propiciar la liberacion de compuestos, aumentan las propiedades
antioxidantes, lo cual podria mejorar sus propiedades como hipoglucemiante e
hipolipemiante, ayudando ademas a prevenir enfermedades relacionadas con el
estrés oxidativo, como diabetes, hipertension, Alzheimer, cancer, y las relacionadas
al bajo consumo de fibra dietética, debido a las propiedades funcionales de la fibra
presente en la cascara.

Es ademas de gran importancia poner al alcance del consumidor opciones
saludables y accesibles, generando productos comerciales que favorezcan la salud
por medio de la dieta.
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IV. PROBLEMA DE INVESTIGACION

La tuna es un fruto de temporada que forma parte de la dieta tradicional de
los mexicanos, que derivado de su produccion y consumo genera una gran cantidad
de desechos.

Es necesario fomentar el aprovechamiento de los residuos de alimentos ricos
en compuestos bioactivos, para prevenir enfermedades cronicas no transmisibles,
ligadas al estrés oxidativo y también enfermedades que puedan tratarse a partir de
las propiedades funcionales de la fibra dietética, que representen una opcion de
consumo para personas con dichos padecimientos.

Estudios realizados en el epicarpio de diferentes frutos, reportan la
importancia del uso de las sustancias activas presentes en ellos. Ademas, en la
actualidad hay un uso creciente de tecnologias emergentes como el ultrasonido,
para la extraccion de compuestos en los residuos, preservando sus propiedades,
sin la necesidad de utilizar solventes para la extraccién de compuestos.

Son pocas las investigaciones realizadas en los desechos como las cascaras
del fruto, que podrian ser una fuente prometedora y econdémica de fibra dietética y

antioxidantes en alimentos de uso convencional.
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V. JUSTIFICACION

La tuna es un fruto que posee una céscara gruesa, representando una
porciéon importante del peso total, que es generalmente desechada o utilizada como
forraje, sin embargo, podria ser aprovechada por las propiedades de su fibra y los
antioxidantes asociados a ésta, ademas de sus propiedades como hipolipemiantes
e hipoglucemiantes ya comprobadas.

Los estudios sobre las propiedades de la cascara de tuna parpura tratada por
ultrasonido son pocos, y se desconoce su comportamiento al aplicar tecnologias
emergentes para la extraccion de compuestos, por lo que en este trabajo se analizd
el tratamiento con ultrasonido, para obtener mejores propiedades, que se adicionen
a un producto de consumo comun, el cual permita que las propiedades de la cascara
sean aprovechadas no solo en la temporada de produccién de tuna. Ademas, el uso
de tecnologia emergente y amigable con el medio ambiente, permite mejorar y
optimizar la extraccion de compuestos, obteniendo un méaximo rendimiento, ya que
propicia la liberacion de los compuestos atrapados en el interior de las células

vegetales.
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VI. OBJETIVOS

6.1 Objetivo General

Optimizar el proceso de extraccién acuosa por ultrasonido de la cascara de

tuna puarpura (Opuntia ficus-indica) utilizando metodologia de superficie de

respuesta y la caracterizacion de las propiedades funcionales del residuo de la

extraccidn para su utilizacion como aditivo en una gelatina.

6.2 Objetivos especificos

a)

b)

Obtener el extracto acuoso y sedimento de los tratamientos
experimentales realizados en cascara de tuna, por ultrasonido utilizando la
metodologia de superficie de respuesta, con amplitudes de 70 a 80 % y

tiempo de 3 a 13 minutos.

Hallar el punto 6ptimo de extraccion por ultrasonido, para realizar la
reproducibilidad del estudio y establecer comparaciones entre las

muestras.
Utilizar el extracto de cascara de tuna optimizado por ultrasonido, para

elaborar una gelatina, para evaluar sus propiedades fisico-quimicas,

microbioldgicas y antioxidantes.
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VII. HIPOTESIS

Al realizar optimizacion por ultrasonido aplicando la metodologia de
superficie de respuesta en cascara de tuna purpura (Opuntia ficus-indica),
obteniendo extractos con propiedades funcionales y antioxidantes, para elaborar

una gelatina con propiedades benéficas para la salud humana.
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VIIl. DISENO METODOLOGICO

La figura 10 describe la metodologia empleada para este estudio, el cual se
dividio en tres etapas; etapa 1 (Obtencion del proceso de optimizado) figura 10.1,
etapa 2 (Optimizacion del proceso, comparacion y reproducibilidad) figura 10.2 y

etapa 3 (Elaboracion de gelatina a partir de extracto optimizado) figura 10.3.

Etapa 1
Obtencion del procesode
optimizado

¢

| Obtencion de losresiduos |

¢

| Lavadoy pelado manual |

¢

| Congeladoa -30°C |

‘

| liofilizado a 0.45 mBar |

¢

| Molido |

Obtencionde Iz ]
muestra control

‘

[ Tamizadoa 500 um

A =
[ 1€ gde polvo aforados 3 ] “ Aplicacion de 13 tratamientos ’

400 ml conagus, - :
, | imetal i i
Temp. de salida <25°C exper ales de ultrasonido

e | Centrifugado |

¢

Variables dependientes: ) -
Amplitud (70-805%) | Separacion de fases |
Tiempo (3-13 minutos)
. ~P-
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_ - 5
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Retencion de agua \ ABTS
. Retencion degrasa .
| Analisisde los promedios de las determinaciones |
g
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/" Findela
(\ etapal )

Figura 10.1 Diagrama del disefio metodoldgico (fase 1).
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Figura 10.2 Diagrama del disefio metodoldgico (fase 2).
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Etapa 3
Elaboracion de gelatina a partir
del extracto optimizado

-~

Aplicacion de ultrasonido bajo
condicion optima
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en agua calienbe, en [ al extracto optimizado ]
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~P-
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~ip-

-

Evaluacion de las propiedades d= |2
gelstina
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i Comparacion con otras gelatinas

[
[
[
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[
[

J
|
|
J
J
]

-
Fin de la
etapa 3
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Salidas

solubles totales
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Fisicoguimicas
Microbinlagicas

Figura 10.3 Diagrama del disefio metodolégico (fase 3).
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IX. METODOLOGIA

9.1 Obtencion de la materia prima

Las muestras de tuna purpura (Opuntia ficus-indica) fueron proporcionadas
por el Consejo Mexicano del Nopal y la Tuna (CoMeNTuna), ubicado en Actopan
Hidalgo. Los frutos fueron lavados y pelados manualmente, separando el pericarpio
del resto de los componentes y se descartaron todas aquellas piezas que
presentaron lesiones externas.

Las céascaras fueron congeladas a -30 °C, posteriormente picadas
manualmente y liofilizadas (liofiizadora VWR26671-581 Labconco, USA). La
muestra seca, fue molida (Waring Comercial Blender 38BL52 LBC10, USA),
posteriormente homogeneizada tamizada para lograr un tamafio de particula de 500

pm.

9.2. Extraccién por ultrasonido

A partir de los tratamientos experimentales obtenidos de la metodologia de
superficie de respuesta, se mezclaron 16 g de muestra liofilizada y se aforé a 400
mL, homogeneizando manualmente, para llevar al procesador de ultrasonidos (VCX
-1500, Sonics & Materials, Inc.Newtown, CT, USA) con una potencia de 1500 W,
frecuencia constante de 20 kHz y tiempos de impulso de onda de 2 s de encendido
y 4 s de apagado. En los diferentes tratamientos experimentales se control6 la
amplitud de onda (entre 70 y 80 %), el tiempo de sonicado (de 3 a 13 minutos) y la

temperatura de salida <25 °C.

9.2. Separacion de fases

La suspension ultrasonicada fue centrifugada (Allegra 25TM, Beckman

Coulter, California, USA) a 10000 rpm durante 25 minutos. Esta operacion se realizé
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para separar el sedimento, el cual fue liofilizado para la evaluacion de propiedades

funcionales de la fibra y en el sobrenadante se evalud la actividad antioxidante.

9.2.3 Obtencién de la condicion 6ptima de extraccion

Los promedios de los datos obtenidos fueron procesados, para realizar
figuras de contorno de las determinaciones que se ajustaron al modelo matematico
y posteriormente hacer un traslape de éstas, para obtener la condicion optima del

proceso de ultrasonido.
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9.3 Elaboracion de la gelatina

Una vez obtenidas las condiciones éptimas de tratamiento se prepararon

cuatro tipos diferentes de gelatina, para establecer comparaciones entre ellas.

Gelatina A Con ultrasonido: A la muestra optimizada se le afiadié azucar de mesa
(10 %), grenetina comercial (8 %) y acido citrico (0.0025 %).

¢ Gelatina B Sin ultrasonido: El polvo de cdscara homogeneizada fue disuelto en agua

en una concentracion del 16 % (p/v), afiadiendo azlcar, grenetina y acido citrico en

la misma proporcion que la gelatina A.

e Gelatina C: Comercial: Se adquirié una gelatina marca Dany ® sabor frambuesa.

e Gelatina D: Control: Se prepar6 utilizando colorante vegetal comercial y afiadiendo

azucar, grenetina y acido citrico en la misma proporcién que la gelatina A.

9.4 Metodologias

9.4.1 Propiedades funcionales de la fibra

La capacidad de retencion de agua (CRA) y capacidad de retencién de
lipidos (CRL) fueron medidas en los sedimentos liofilizados.

En tubos de centrifuga de 15 mL se pesaron 250 mg del sedimento
tamizado a un tamafio de particula 500 pm y se afiadieron 10 mL de agua
desionizada o aceite vegetal para dejar en reposo a temperatura ambiente por 24
hrs. Posteriormente fue centrifugada (Beckman Couler Allerga 25r USA) a 3000 rpm
por 25 min. El sobrenadante fue decantado y pesado en balanza analitica, para
conocer la cantidad de agua o aceite que absorbio el polvo. La CRA fue reportada
como gramos de agua / gramos de muestra seca. Para la CRL se utilizé aceite de

soya y se reportd como gramos de lipidos / gramos de muestra seca (64).
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9.4.2 Betaninas y betaxantinas

Se realizé diluyendo la muestra en agua desionizada en una proporcion 1:10
y se colocaron 200 pL con un blanco de agua desionizada en microplacas. Se
realizé la lectura por espectrofotometria (Power Wave XS UV-Biotek, USA), con una
longitud de onda de 535 nm para cuantificacion de betaninas (pigmentos rojos-
parpura) y de 480 nm para betaxantinas (pigmentos amarillos). El contenido de
betaninas y betaxantinas se reporté como miligramos equivalentes de betalainas

por litro (mg EB/L) y se calcul6 con la siguiente ecuacién (26):

mg/L={(A*FD*PM*1000/E*1)}
En donde:
A= Absorbancia a 535 0 480 nm
FD= Factor de dilucion
PM= Peso moleciular
€= Coeficiente de extincion molar
I= Volumen de celda (0.316 cm?3)
Coeficientes de extincion molar:
Betaninas: £=60000 L/(mol cm). PM = 550 gr/mol
Betaxantinas: £=48000 L/(mol cm).PM= 308 gr/mol (26).

9.4.3 Acido ascorbico

Se prepardé solucion de 2,6-Diclorofenolindofenol con 3 mg de DCPI diluido
en 250 mL de agua desionizada; solucion de acido oxalico con 1 g de &cido oxalico
diluido a 250 mL de agua desionizada; solucion de 5 mg de acido ascorbico diluido
con 100 mL de la solucion de &cido oxalico antes preparada y con una solucion
amortiguadora (3 g de acetato de sodio aforado con 10 mL de acido acético glacial
y 7 mL de agua desionizada).

Se construyd una curva estandar de acido ascérbico usando concentraciones
de 0, 10, 20, 30, 40, 50 mg/L (Acido ascdrbico / agua desionizada). La concentracion
se determind por espectrofotometria y la absorbancia se midio a 520 nm en un lector

de microplacas utilizando como blanco acido oxalico.
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Se tomaron 100 pL de muestra de cada uno de los tratamientos, se les
adiciono 100 uL de amortiguador y 800ul de DCPI en viales Eppendorf y se agitaron
en Vortex. Se determind la concentracion de acido ascorbico igual que en la curva
estandar, el analisis se realizé por triplicado, expresando los resultados como mg
equivalentes de acido ascorbico por 100 gramos (mg EAA/100 g) (30).

9.4.4 Compuestos fendlicos totales

Se realizé utilizando el reactivo Folin-Ciocalteu, aplicando una solucion de 1
mL de Folin aforando a 10 mL con agua desionizada; solucion de Carbonato de
sodio (7.5 g en 100 mL de agua); solucion de Acido gélico (15 mg en 50 mL de
agua). Se construyé una curva estandar de acido galico, con concentraciones de O,
100, 200, 300 mg/L (Acido galico / agua desionizada). La concentracion se
determind por espectrofotometria y la absorbancia se midié a 765 nm en un lector
de microplacas utilizando como blanco agua desionizada.

Se tomaron 100 pL de muestra de cada uno de los tratamientos, se les
adiciono 500 uL de folin y 400 pL de carbonato de sodio en viales Eppendorf y se
agitaron en Vortex, dejando reposar 30 minutos. Se determiné el contenido de
fenoles totales al igual que en la curva estandar, el analisis se realizé por triplicado,
expresando los resultados como mg equivalentes de acido galico por 100 gramos
(mg EAG/100 g) (26).

9.4.5 Actividad antioxidante por el método de ABTS

Se realizé preparando una solucion de ABTS al 7 mmol (76.8 mg de ABTS
diluido en 20 mL de agua desionizada), se agregd persulfato de potasio al 2.45
mMol, (6.6mg en 10 mL de agua); se dejo reposar por 16 horas y se realiz6 una
dilucion en agua desionizada, hasta obtener una lectura de absorbancia de 0.7 *
0.1 a 754 nm. Se utilizé una curva estandar, con una solucién con 3.75 mg de Trolox

en 50 mL de etanol, realizando concentraciones de 0, 60, 120, 180, 240, 300 pmol/L
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Se tomaron 20 puL de muestra y 980 uL de la dilucién de ABTS, se dejé
reposar 7 min y se realizo la lectura espectrofotométrica a 754 nm en el lector de
microplacas. La actividad antioxidante se expres6 como micro moles equivalentes
de trolox por 100 gramos (pmol ET/100g) (65).

9.4.6 Actividad antioxidante por el método de DPPH

Se preparo una solucion con 7.4 mg de DPPH aforando a 100 mL de etanol.
Se utilizé una curva estandar de Trolox, en concentraciones de 0, 100, 200, 300
pmol ET/L. Se colocaron 100 pL de las muestras y 500 pL de la solucién de DPPH,
agitando en vortex y dejando reposar durante una hora. Se midi6 la absorbancia del
sobrenadante a 520 nm, utilizando el lector de microplacas.

La actividad antioxidante, se expresé en micro moles equivalentes de trolox
por litro (umol ET/L) (66).

9.4.7 Contenido de acidos orgénicos por HPLC

El contenido de acidos organicos individuales (malico, oxalico, citrico y
ascoérbico) Fueron cuantificados por cromatografia liquida de alto rendimiento
(HPLC), donde una cantidad de 500 mg polvo homogeneizado de cascara de tuna
purpura fue puesta en 25 mL 4.5 % (p/v) de acido meta-fosférico, con agitaciéon
magnética (P-Selecta, Asincro) durante 15 min.

Los extractos se filtraron con papel filtro no. 1242; posteriormente se filtré a
través de un cartucho de membrana PVDF de 0.45 um, para inyeccién en HPLC
(determinacion de AA y &cidos organicos), mientras que se afiadio otra alicuota de
3 ml de filtrado con 2.5 ml de 4 % (p/v) de L-cisteina, ajustada a pH 7 con K2HPO4
al 20 % (p/v), y se dej6 reposar durante 5 minutos para permitir la reduccion del
acido ascorbico a acido dehidroascorbico.

Después se ajustaron de nuevo a pH 3 con 20 % (p/v) de acido meta-
fosforico y se complet6 con agua destilada Hasta un volumen final de 10 mL, antes

de la filtracién a través de un cartucho PVDF 0.45 m para su inyeccién en el sistema
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de cromatografia liquida (Micron analitica, Madrid, Espafa), equipado con una
bomba isocratica (modelo PU II), un inyector automatico (AS-1555 Jasco, Japon),
un inyector Sphereclone ODS (2) (250 x 4,60 mm, 5 um), una columna de
Phenomenex, una capa UV visible, un detector (Thermo Separation Specta Series
UV100); y usando el Software Cromanec XP (Micronec, Espafia). La fase movil fue
1,8 mM H2SOa4 (pH = 2,6).

Para el analisis de acido ascérbico se utilizé un flujo de 0,9 mL/min, con el
detector de UV a 245 nm, mientras que las condiciones para los demas acidos
organicos fueron 0,4 mL/miny 215 nm. La identificacién de cada compuesto se hizo
comparando los tiempos de retencion de cada pico cromatografico con los de los
productos estandar preparados a partir de &cido oxalico, malico, ascérbico y citrico,
diluidos en 4,5% (p/v) de &cido meta-fosférico. La cuantificacion se realizé mediante

construccion de lineas de calibracion para cada compuesto (67).

9.4.8 indice de retencion de glucosa (IRG) por HPLC

Para la determinacion del IRG se utilizé un método que consiste en un
proceso de dialisis. Las muestras utilizadas fueron previamente tratadas (etanol
80%, 60°C, 45 min) para eliminar los azlcares solubles. Posteriormente las
muestras fueron centrifugadas por 15 min, a 300 G, los sobrenadantes fueron
eliminados y los residuos fueron desecados a 60 °C durante 16 horas. Finalmente,
los residuos libres de azlUcares se homogeneizaron a un tamafio uniforme de
particula (0.5 mm).

Se utilizaron membranas de didlisis con una longitud de 17 cm (talla 9 91-
4/81-3 cm Medicell International Ltd, London), las cuales fueron preparadas e
hidratadas en un desecador a 100% de humedad relativa durante 1 h. Las bolsas
de didlisis se llenaron con 7.5 mL de agua, conteniendo Unicamente 18 mg de
glucosa (control) o la misma cantidad de glucosa con 250 mg de la muestra de
cascara de tuna purpura libre de azucares. Las bolsas de dialisis fueron colocadas
en un contenedor con 200 mL de agua para permitir la dialisis (agitacion constante

en bafio de agua por 1 h a temperatura ambiente). Los dializados fueron
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concentrados y reconstituidos en agua y acetonitrilo para realizar la cuantificacion
de glucosa por HPLC (68).

9.4.9 Determinacion de pH

El pH de las muestras de gelatina tratadas y no tratadas se midié usando
un medidor de pH digital (HANNA pH 210 USA). El cual se calibré con soluciones
tampon comercial a pH 7.0 y 4.0. Se colocd 1 mL de gelatina aforado a 10 mL con
agua desionizada en un vaso de precipitado, con un agitador magnético y se inserté
el electrodo de pH (69).

9.4.10 Acidez titulable.

Se colocaron muestras de 1 mL en un matraz Herlenmayer de 50 mL y se
aforé a 10 mL con agua destilada. Esta solucién se tituld después utilizando NaOH
0.1 N normalizado (Sigma Aldrich, Dublin, Irlanda) hasta el punto final de
fenolftaleina (pH 8.2). El volumen de NaOH se convirtid en g de &cido citrico / 50
mL de y gelatina se calculé usando la siguiente ecuacion (69):

V x 0.1 N NaOH x 0.067 x 100
A —
m

T

Donde:
V es el volumen de NaOH utilizado para la titulacion.

m es la masa de la gelatina en gramos (69).
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9.4.11 Sélidos solubles totales

Los solidos solubles se midieron usando un refractometro (Trading Co.
Brix’/ATC FG-113, Chincan) registrado como °Brix. Las mediciones se realizaron por
triplicado, a temperatura ambiente y el prisma del refractometro se limpio con agua

desionizada después de cada andlisis (69).

9.4.12 Analisis microbiolégico

Se realizaron diluciones decimales por triplicado, en una solucién de agua
de peptona para la enumeracién microbiana. El recuento de microorganismos
aerobios mesofilos, se determind en agar para métodos estandar (PCA), incubando
a 30 °C durante 48 h (LSI-30163, Labtech, Korea). El recuento de enterobacterias
se determiné en medio de glucosa biliar rojo violeta (VRBG) incubado a 37 °C
durante 24 h. Para el recuento de esporas, las diluciones decimales en solucién de
agua de peptona se sometieron a un choque térmico a 80 °C durante 10 min, se
enfriaron rapidamente en hielo y se vierte en placas de PCA. Los resultados se
expresaron como logaritmo 10 de unidades de formacion de colonias de por mililitro
de muestra (log'® UFC/mL) (70).

9.4.13 Colorimetria

Para llevar a cabo la evaluacién colorimétrica, se colocaron alicuotas de
gelatina en recipientes circulares con 10 mL cada una; el analisis se realizd con un
equipo de colorimetria Minolta CM-80 (500 SM-508D, Japdn), obteniendo tres
coordenadas de color L *, a *, b *. El instrumento fue calibrado de acuerdo a las
instrucciones del fabricante y los valores de color se expresaron como L* (blancura

o luminosidad/oscuridad), a* (rojo-verde) y b * (amarillo-azul).
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9.5 Disefio experimental
La optimizacion de los procedimientos se llevo a cabo mediante estadistica

de técnicas multivariantes, utilizando metodologia de superficie de respuesta (RSM,
por sus siglas en inglés: Response Surface Methodology), con el objetivo de hacer
previsiones estadisticas, para optimizar simultdneamente los niveles de las
variables y alcanzar el mejor sistema de rendimiento.

El disefio experimental empleado fue un disefio central rotatorio, compuesto por
dos variables independientes, cada uno en cinco niveles, ordenados aleatoriamente
(Tabla 4).

Tabla 4. Disefio experimental de tratamientos de

ultrasonido
N°  Patron Tiempo (min) Amplitud (%)
1 0A 8 82
2 a0 1 75
3 ++ 13 80
4* 0 8 75
5 -= 3 70
6* 0 8 75
7* 0 8 75
8* 0 8 75
9 -+ 3 80
10* 0 8 75
11 AO 15 75
12 Oa 8 68
13 +- 13 70

*Puntos centrales

Los niveles de variables independientes, es decir, el nivel de amplitud (X1 %) y
tiempo de extraccion por ultrasonido (X2, min) fueron seleccionados en base a los
valores obtenidos en experimentos preliminares. Los niveles de amplitud (X1)
fueron de 70 a 80 % y el tiempo de extraccion (X2) de 3 a 13 min. Los valores
codificados de las variables independientes fueron —q, -1, 0, +1, + a. El disefio arrojé
13 tratamientos, de los cuales 5 seran puntos centrales, 4 puntos factoriales y 4
puntos axiales, a una distancia de 1.414 de cada disefio central. El analisis de
regresion se realiz0 sobre los datos de las variables dependientes obtenidos por

triplicado como observaciones efectuadas por las condiciones de extraccion y el
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valor medio de cada atributo se tom6 como la respuesta Y. Los datos
experimentales fueron sometidos a andalisis de regresion lineal mdltiple utilizando
JMP® 5.1 software estadistico (SAS Institute, Cary, NC, USA).

9.6 Analisis estadistico

Los valores predichos del optimizado fueron comparados con los valores
experimentales y la comparacion del optimizado con el control, fueron analizados
por medio de una prueba de T de Student (p<0.05).

Las muestras de gelatina fueron obtenidas por triplicado, se realizé un
andlisis unidireccional de varianza (ANOVA) y las diferencias entre medias (+
desviacién estandar, abreviado como: + DE), con una confiabilidad del 95%,
utilizando el paquete estadistico SPSS version 23 (SPSS® para Windows™
Chicago lllinois).
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X. RESULTADOS

10.1 Proceso de optimizado

10.1.1 Optimizacién mediante metodologia de superficie de respuesta

Los promedios de los valores obtenidos de las determinaciones realizadas
en la cascara de tuna homogeneizada y ultrasonicada se presentan en la Tabla 5.

Se aprecia que en la determinacion de la capacidad de retencion de agua
(CRA) se presentaron valores de entre 10.40y 14.26 g/g; y los valores obtenidos de
capacidad de retencion de lipidos (CRL) fueron de entre 6.93 y 8.42 g/g.

Para la determinacion de pigmentos (betaninas y betaxantinas), se
observaron valores de 15.50 a 19.30y 7.54 a 11.81 mg EB/100 g respectivamente.
En cuanto al contenido de antioxidantes, los valores de &cido ascoérbico fueron de
221.59 a 335.23 mg EAA/100 g y de 639.13 a 811.23 mg EAG/100 g para el
contenido de fenoles totales.

En la evaluacién de la capacidad antioxidante por inhibicion de los radicales
ABTS y DPPH, se obtuvieron valores de entre 9563 a 11505 umol ET/100 g y de
661.00 a 788.00 umol ET/100 g, respectivamente.
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Tabla 5. Promedios de las determinaciones de propiedades de fibra y antioxidantes a diferentes amplitudes de onda y

tiempos de ultrasonido de acuerdo al disefio de superficie de respuesta.

Trat Min Amp CRA CRL Betaninas Betaxantinas Acido Ascérbico Fenoles ABTS DPPH
(%) (g/9) (glig) (mg EB/100 g) (mg EB/100 g) (mg EAA/100 g) (mg EAG/100 g) (umol ET/100 g) (umol ET/100 g)

1 8 82 142+0.23 7.6+092 18.00+1.35 9.77 £1.33 250.00 + 11.02 667.66 + 18.03 9663 + 56 788.00 + 2.79
2 1 75 13.6 £0.80 6.8+£092 1550+0.24 7.54 £0.50 272.00 £ 14.30 735.30 £104.81 10380 + 54 703.00 £ 45.10
3 13 80 125+046 7.9+0.12 17.40+1.34 11,81+1.64 255.68 + 9.93 639.13 + 15.63 9563 + 43 739.80 + 45.50
4 8 75 128+080 8.1+046 17.40+1.03 10.61+0.74 232.00 £ 12.01 760.66 + 18.77 10000 + 10 767.00 £+ 6.21
5 3 70 14.1 £ 0.46 7.1+167 16.96 +1.07 8.58£1.20 250.00 £ 13.58 684.65 £+ 25.43 10655 + 45 754.70 £ 67.10
6 8 75 132+056 8.4+046 17.00+0.41 10.59+0.56 261.00 £ 18.55  811.23 +279.80 9600 + 77 730.00 £ 49.60
7 8 75 13.6+080 84+046 17.70+1.35 10.32+1.47 244.32 + 14.89 78759+ 6.84 10133 + 97 731.00 £ 6.90
8 8 75 13.3+£0.46 84+092 18.20+0.54 1041 +£1.31 244.32 £ 15.03 75190+ 5.43 10205 £ 10 745.00 £ 12.70
9 3 80 12.0£0.80 7.9+£092 17.24+1.02 8.13+1.45 316.00 £ 6.69 768.75 £ 51.64 10173 £ 15 725.35 £ 32.50
10 8 75 10.4 £ 0.00 84+092 17.40+3.15 10.80 £0.91 221.59 +£15.02 77237+ 7.84 10205 + 10 770.00 = 13.80
11 15 75 12.6 £0.52 84+046 17.50+2.10 11.37 £3.15 306.00 £ 29.48 659.06 + 16.43 10136 + 16 661.00 = 14.60
12 8 68 13.0£0.46 7.6+£046 19.30+1.85 9.37+£1.94 278.41 £3.31 656.11+ 7.48 11505 + 16 768.00 = 46.70
13 13 70 13.8 £0.92 8.3+046 18.69+2.58 9.98 £2.15 335.23+£4.72 731.07 £ 5.66 11100+ 21 690.00 = 61.30

R? 0.50 0.93 0.90 0.98 0.90 0.90 0.91 0.90

g/g (gramos por gramo); mg EB/100 g (miligramos equivalentes de betalainas por 100 gramos); mg EAA/100 g (miligramos equivalentes de &acido ascorbico por 100 gramos); mg EAG/100 g (miligramos

equivalentes de acido galico por 100 gramos); uMol ET/100 g (micromoles equivalentes de Trolox por 100 gramos).
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La mayoria de las variables de respuesta se ajustaron al modelo matemético
de superficie de respuesta, presentando una R? 20.90, excepto para CRA que
mostré una R? de 0.50 (Tabla 5).

Para realizar el andlisis de regresion, se contemplaron Unicamente las
variables de respuesta que se ajustaron al modelo matematico, las cuales se
presentan en la tabla 6.

Tabla 6. Coeficientes de regresién del modelo y significancia
para las diferentes variables

Coeficientes CRL Betaninas  Betaxantinas Acido Fenoles DPPH ABTS
Ascoérbico Totales
b, (intercepto) 9.022 17.542 10.542 240.642 776.752 748.6% 10028.6°
b, (tiempo) 0.4528° 0.589° 1.3122 9.12 -23.877¢ -13.705¢ -63.71
b, (amplitud) 0.0193 -0.356¢ 0.243° -6.71 1.061 6.091 -577.892
b1, (tiempo*amplitud) -0.325°¢ -0.392 0.57° -36.38° -44.01° 19.787¢ -263.66¢
b11 (tiempo*tiempo) -0.3275°¢ -0.520° -0.517° 27.33° -33.193° -33.93° 102.63
b2, (amplitud*amplitud) -0.3425°¢ 0.554° -0.459° 14.93¢ -50.840° 14.065¢ 265.72°¢

Niveles de significancia: a, p <0.0001; b, p<0.001; c, p<0.01 y d p <0.5
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10.1.2 Propiedades funcionales de la fibra

10.1.2.1 Capacidad de retencion de lipidos (CRL)

Los resultados del coeficiente de regresion, demuestran que la CRL fue
influenciada significativamente (p<0.001) por el tiempo en su término lineal (b1),

(Tabla 6), por lo que al incrementar el tiempo se obtuvo una mayor CRG (Figura 11).
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Figura 11. Capacidad de retencion de lipidos de la fibra (g/g)
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10.1.3 Antioxidantes

10.1.3.1 Betaninas

En el coeficiente de regresion en cuanto al contenido de betaninas, se vio
influenciado por la interaccién del tiempo en su término lineal (b1) y cuadrético (bi1)
(p<0.01) (Tabla 6), esto indica que, al aumentar el tiempo de aplicacion de
tratamiento de ultrasonido, hubo mayor concentracion del compuesto, pero un
aumento prolongado del tiempo de sonicacién propicia la pérdida del mismo (Figura
12).
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Figura 12. Contenido de betaninas (mg EB/100 g)
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10.1.3.2 Betaxantinas

Del mismo modo en el contenido de betaxantinas, se pudo apreciar una
influencia significativa (p<0.0001) del tiempo (b1) (Tabla 6) y de la interaccion
tiempo-amplitud (b12) (p<0.001), como lo expresa la figura 13, a mayor tiempo de
aplicacion de ultrasonido y mayor amplitud de onda, se aprecié mayor contenido de

betaxantinas.

mg EB/100 g

|
Figura 13. Contenido de betaxantinas (mg EB/100 Q)
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10.1.3.3 Acido ascérbico

El coeficiente de regresion en cuanto al contenido de acido ascorbico, indica
que la interaccion del tiempo con la amplitud (b12) y el tiempo en su término
cuadrético (b11), presentaron influencia significativa (p<0.01) (Tabla 6), esto quiere

decir que a menor amplitud y mayor tiempo, asi como a mayor tiempo, hubo mayor
contenido de acido ascorbico (Figura 14).
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Figura 14. Contenido de acido ascorbico (mg EAA/100 g)
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10.1.3.4 Fenoles totales

En el coeficiente de regresion, para el contenido de fenoles totales, se
observd que la amplitud en su término cuadratico (b22) afectd significativamente
(p<0.001). La interaccion del tiempo con la amplitud (b12) y el tiempo en su término
cuadrético (b11) tuvieron el mismo nivel de significancia (p<0.01) (Tabla 6), de modo
gue se obtiene una menor concentracién al incrementar la amplitud y el tiempo,

como se aprecia en la figura 15.
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Figura 15. Contenido de fenoles totales (mg EAG/100 g)
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10.1.3.5 Actividad antioxidante por ABTS®

La actividad antioxidante por ABTS® se vio influenciada por la amplitud en su
término lineal (b2) (p<0.0001) (Tabla 6), esto indica que a mayor amplitud se

presentd una menor capacidad antioxidante, como se observa en la figura 16.
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Figura 16. Actividad antioxidante por inhibicién del radical ABTS®
(umol ET/100 g)
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10.1.3.6 Actividad antioxidante por DPPH®

Al analizar el coeficiente de regresion de DPPH®, se observé una influencia
significativa (p<0.0001) del tiempo en términos cuadréaticos (b11) (Tabla 6). Por lo
que al incrementar el tiempo de aplicacion de ultrasonido, se favorece la inhibicién

del radical, aunque un aumento prolongado propicio la disminucion de la actividad.
(Figura 17).
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Figura 17. Actividad antioxidante por inhibicion del radical DPPH?*
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10.2 Optimizacion del proceso, comparaciéon y reproducibilidad

10.2.1 Optimizacion de las condiciones de extraccion por ultrasonido

Para realizar la optimizacién se efectu6 una inspeccion por medio de figuras
de contorno (Figura 17), donde se determinaron zonas de interseccion que brinden

el valor mas alto posible para las variables en consideracion.
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Figura 18. Graficas de contorno de las pruebas realizadas (a: CRL; b: betaninas;
c: betaxantinas; d: acido ascorbico; e: fenoles; f: ABTS; g: DPPH)

Se llevo a cabo el traslape de figuras de contorno, para obtener la condicion
optima del proceso de extraccibn de la cascara de tuna purpura mediante
ultrasonido, utilizando los resultados obtenidos de las distintas variables de
respuesta. Se encontré que en la condicion de 69 + 1 % de amplitud y con un tiempo
de 13 minutos de aplicacion, se alcanzaron valores de CRL de 8.43 g/g, betaninas
de 18.9 mg EB/100 g, betaxantinas, 10.06 mg EB/100 g, acido ascorbico 335 mg
EAA/100 g, fenoles totales de 711.787 mg EAG/100 g, ABTS, y11174.86 umol

ET/100 g y DPPH 689.146 umol ET/100 g (Figura 19).
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Figura 19. Condicién 6ptima del proceso (CRL, betaninas, betaxantinas acido
ascorbico, fenoles, ABTS y DPPH)
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10.2.2 Reproducibilidad del estudio

En este trabajo se investigo el efecto del tiempo de extraccion y la amplitud

en las propiedades fisiologicas de la fibra, la concentracion de compuestos

antioxidantes y la actividad antioxidante de la cascara de tuna purpura.

Una vez realizada la reproducibilidad del proceso por ultrasonido, bajo las
condiciones 6ptimas proporcionadas por el modelo de superficie de respuesta, se
comparé con los valores predichos (Tabla 7). No se obtuvieron diferencias
significativas entre los valores predichos y experimentales en cuanto al contenido
de antioxidantes y la actividad antioxidante, por lo que se puede afirmar que este
proceso es viable para su reproduccion. La Unica variable en la que se encontrd

diferencia estadisticamente significativa fue en la CRL, que presentd valores

mayores a los predichos.

Tabla 7. Comparacion de los valores predichos y
experimentales de las variables de estudio

Experimental

Determinacion Predicho (optimizado)
CRL(g/g) 8.43 +0.34 11.16 + 0.8*

Betaninas (mg EB/100 g) 18.91£0.70 19.16 £ 0.91
Betaxantinas (mg EB/100 Q) 10.06 £ 0.36 11.43+£0.70
Acido ascérbico (mg EAA/100 g) 335.00 £ 25 342.80 +17
Fenoles totales (mg EAG/100 @) 711.78 + 43 709.66 + 23
ABTS (umol ET/100 g) 11174.86 + 392 11193 + 333
DPPH (umol ET/100 g) 689.14 + 27 719.86 + 25

* Indica diferencias significativas (p <0.05).
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10.2.3 Comparacion de la optimizacion por ultrasonido con la muestra

control

Después de realizar la optimizacion por ultrasonido, se llevo a cabo la
comparaciéon de las variables entre la muestra optimizada por ultrasonido y la

muestra control.

10.2.3.1 Anélisis microbiolégico

Con la finalidad de evaluar la carga microbiana de las muestras de cédscara
de tuna purpura control y la optimizada por ultrasonido, se llevo a cabo el analisis
microbiolégico, evaluando el recuento de microorganismos aerobios mesofilos,
enterobacterias y esporas, cuyos resultados se muestran en la tabla 8, observando
una disminucion estadisticamente significativa en la muestra optimizada por
ultrasonido, en recuento de microorganismos aerobios mesdfilos y enterobacterias,
(p<0.0001 y p<0.5 respectivamente). Por su parte, se observo una inactivacion total

de las esporas al realizar el tratamiento por ultrasonido.

Tabla 8. Valores microbiolégicos (UFC log*%ml) de la muestra control y
la muestra optimizada

Microorganismos Control Optimizado
Microorganismos aerobios mesofilos 2.85+0.06 2.32 £ 0.06*
Enterobacterias 2.26 £0.01 1.47 £ 0.47*

Esporas 1.70+0.12 N/D

*indican diferencias significativas *(p <0.0001), ** (p <0.05). N/D: No detectado
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10.2.3.2 Capacidad de retencion de lipidos y propiedades
antioxidantes

Fue posible apreciar que en la mayoria de las variables, la muestra
optimizada por ultrasonido obtuvo los valores mas altos, como se muestra en la

figura 20.

a) CRL b) Betaninas c) Betaxantinas

J 7 7 7y

d) Acido ascérbico e) Fenoles totales f) ABTS®
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Figura 20. Comparacion de las diferentes variables de respuesta entre la muestra
control y la muestra optimizada (a: CRG; b: betaninas; c: betaxantinas; d: acido
ascorbico; e: fenoles; f: ABTS; g: DPPH) *indican diferencias significativas (p <0.5)
entre las muestras

59



La Unica variable donde la muestra optimizada obtuvo valores
significativamente menores (p<0.05) que la muestra control, fue en el &cido
ascoérbico, con cifras de 342.80 mg EAA/100 g y 479.16 mg EAA/100 g
respectivamente (figura 20d).

En las condiciones Optimas de tratamiento, los fenoles totales presentaron
diferencias significativamente mayores (p<0.05) comparadas con la muestra no
sonicada (709.66 mg EAG/100 g y 690.00 mg EAG/100 g, respectivamente) (figura
20e).

La actividad antioxidante por ABTS no arrojo diferencias significativas,
alcanzando con el tratamiento Optimo valores de 11193 umol ET/100 g y en el
control 7861.25 pumol ET/100 g (figura 20f); por el contrario, la muestra optimizada
en DPPH fue significativamente mayor que en el control (719.86 umol ET/100 g y
669.64 umol ET/100 g, respectivamente) (figura 20g).

10.2.3.3 Andlisis de acidos organicos

La tabla 9 muestra los resultados obtenidos de la cuantificacion de acidos

malico, oxdlico, citrico y ascorbico, para comparar el optimizado con la muestra

control.
Tabla 9. Acidos orgéanicos de la muestra control y la muestra
optimizada
Acido organico Muestra control Muestra optimizada
Acido malico (mg eaw100g) 1355.32 + 27.56 1130.69 + 8.46*
Acido oxalico total (mg eacr00g) 663.34 +17.71 668.89 + 5.69
Acido citrico (g eacroog) 4762.13 + 136 4196.28 + 16.39*
Acido ascérbico mgeaanoog) 46.06 + 1.11 N/D

* Indica diferencias significativas (p <0.05) N/D: No detectado.
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Se encontrd que los acidos malico y citrico fueron los que se encontraron en
mayor proporcién para ambas muestras, siendo significativamente mayores en la
muestra optimizada.

En el contenido de acido oxalico no se presentaron diferencias significativas
y en cuanto al 4cido ascorbico, se observd una pérdida total en la muestra
optimizada por ultrasonido.

10.2.3.4 Anélisis del indice de retencion de glucosa

El indice de retencion de glucosa se muestra en la figura, se encontré que la
muestra de cédscara control retuvo 1.826 + 0.396 mg Glucosa/100 g en comparacion
de la muestra optimizada, donde se obtuvo un 26 % mas, registrando una retencién
de 2.308+0.898 mg Glucosa/100 g (figura 21).

mgGlucosa/100g

Figura 21. indice de retencién de glucosa de la muestra optimizada y control
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10.3 Evaluacion de la gelatina

A partir de la obtencion de la cascara de tuna optimizada por ultrasonido, se
elabor6 una gelatina que proporcionara la propiedad funcional (CRL) y los
antioxidantes (figura 22), cubriendo el 86% y 93% de IDR de vitamina C y fenoles,

respectivamente.

Figura 22. Gelatinas elaboradas a partir de la cascara de tuna purpura

optimizada por ultrasonido

La gelatina con la muestra optimizada por ultrasonido (figura 23 a) se

compard con una muestra sin ultrasonido, una gelatina comercial marca Dany®

sabor frambuesa y una gelatina control, (agua, grenetina y colorante),

(figuras 23 b-d).

Figura 23. Lotes de gelatinas elaboradas para la comparacién de sus propiedades

(a: con ultrasonido; b: sin ultrasonido; c: comercial; d: control)
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10.3.1 Analisis fisico quimico de las gelatinas

La tabla 10 muestra los promedios obtenidos de las determinaciones de las
propiedades fisico-quimicas de las diferentes muestras de gelatina. EI pH del
producto comercial fue significativamente mas alto que las demas muestras, la
acidez titulable fue mayor (p<0.05) en la muestra control en comparacion con las
otras gelatinas y los sélidos solubles totales fueron significativamente mas altos en
el producto sin ultrasonido.

Tabla 10. Propiedades fisico quimicas en las muestras de gelatina

Parametros Control Comercial Sin Con
ultrasonido ultrasonido
pH 3.14 + 0.044 4.00 £ 0.05% 3.6 £ 0.00¢ 3.71 £ 0.05°

Acidez titulable (% AT) 0.105 + 0.0042 0.015 + 0.004¢ 0.083 + 0.006° 0.360 + 0.004¢

Sélidos solubles (°Brix)  14.16 + 0.28°¢ 12.83+ 0.28¢ 17.16 +0.282 14.83 +£0.28°

a-d Superindices indican diferencias significativas: (p <0.05).

Los valores de las coordenadas de color se muestran en la tabla 10 y la figura
24, donde se observa que las muestras presentaron valores ligeramente altos para
la coordenada L*, con valores de 16 a 33, mientras que los valores de las
coordenadas a* y b* fueron de 29 a 31 y 18 a 36, respectivamente ubicandose en
el cuadrante rojo — amarillo.

La gelatina comercial, fue la que obtuvo los valores significativamente
mayores en la coordenada L* (luminosidad). En cuanto a la coordenada a* (color
rojo-verde), todas las muestras obtuvieron valores similares (p>0.05) y para la
coordenada b* fue la muestra control en la que se encontr6 mayor diferencia

significativa con respecto a las demas muestras (figura 24, tabla 11).
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Blanco Amariio) Diagrama de cromaticdad de
o eSpacio de color L*s"d*

Control ® Comercial @ Sin ultrasonido @ Con ultrasonido

Figura 24. Ubicacion de las muestras de gelatina en el diagrama de cromaticidad
(Coordenadas L* a* b*)

Tabla 11. Determinacion de color (coordenadas L*a*h*) de las muestras de

gelatina
Coordenada Control Comercial Sin ultrasonido Con ultrasonido
L* 24.47 + 1.6° 33.48 +1.52 16.35 + 1.8¢ 18.74 £ 1.5¢
ax 31.28 +£2.32 33.48 +1.52 30.74 £ 3.72 29.67 +2.32
b* 36.74 £ 1.42 18.49 +1.74 28.16 + 2.3¢ 32.04 +3.1°

a-d Superindices indican diferencias significativas: (p <0.05).

10.3.2 Andlisis microbiolégico de las gelatinas

El analisis microbiologico permitio conocer la inocuidad de las muestras,
evidenciando que la gelatina obtenida a partir del proceso de optimizacién por
ultrasonido, estuvo libre de microorganismos, al igual que la gelatina control y la
comercial, siendo la gelatina sin ultrasonido la que presentd carga microbiana en

recuento de microorganismos aerobios mesofilos, enterobacterias y esporas (tabla
12).
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Tabla 12. Analisis microbioldgico de las muestras de gelatina

Microorganismos Control Comercial Sin Con
ultrasonido ultrasonido
Aerobios mesdbfilos N/P N/P 2.38+0.01 N/P
(log*® UFC/mL)
Enterobacterias N/P N/P 1.90 £ 0.00 N/P
(log10 UFC/mL)
Esporas N/P N/P 2.34 +0.04 N/P

(log*® UFC/mL)

10.3.3 Propiedad antioxidante de la gelatina

N/P: No present6

Los resultados de las determinaciones de las propiedades antioxidantes de

las diferentes muestras de gelatina se presentan en la tabla 13, la gelatina control y

comercial no presentaron actividad antioxidante por ABTS y DPPH, las gelatinas

con ultrasonido y sin ultrasonido mostraron similares valores,

significativamente mayores a las demas muestras, mientras que en acido ascorbico,

betaninas, betaxantinas y fenoles totales, fue la gelatina sin ultrasonido la que

obtuvo los mayores promedios.

Tabla 13. Promedios de propiedades antioxidantes de muestras de gelatina

Control Comercial Sin Con

ultrasonido ultrasonido

Betaninas (mg EB/50 mL) 0.36 + 0.03¢ 0.52 + 0.04° 1.17 £0.122 1.23 £ 0.092

Betaxantinas (mg EB/50 mL) 0.27 + 0.09¢ 0.48 + 0.04°¢ 2.63+0.312 1.68 + 0.03°

Acido ascérbico (mg eaaso mL) 432.37 £ 202 N/P 173.63 £ 10P 154.67 + 11°¢
Fenoles totales (mg EAG/50 mL) 62.93 £ 6.25°¢ 32.37 £6.94¢ 4687.73 + 682 4475.09 + 323

ABTS (umol ET/50 mL) N/P N/P 10.34 + 0.52 1.70 + 0.2

DPPH (umol ET/50 mL) N/P N/P 166.5 + 82 138.5 +13b

a-d Superindices indican diferencias significativas: p <0.05. N/P: No presento.
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XI DISCUSION

11.1 Obtencidn del proceso de optimizado

Son pocos los estudios realizados en cascara de tuna, ya que no se han
investigado los efectos de la aplicacion de ultrasonido en las propiedades
funcionales de la fibra o los antioxidantes en esta fraccion, sin embargo, estudios
realizados en otras matrices aportaron evidencias sobre los parametros obtenidos

en este estudio.

11.1.1 Propiedades funcionales de la fibra de cascara de tuna

La CRA se define como la cantidad de agua afiadida que puede unirse a la
estructura de una fibra bajo la accion de una fuerza, del mismo modo, la CRL es la
maxima cantidad de aceite, que puede ser retenida por cada gramo de material
seco. Estas dos propiedades funcionales de interés fisiolégico se asocian a los
efectos deseables y benéficos que presenta un alimento en el organismo (44).

Estudios realizados en cascaras tratadas por ultrasonido, reportan promedios
de CRA y CRL; como en la cascara de tomate (Lycopersicum esculentum), donde
obtuvieron una CRA de 6.76 g/g y CRG de 1.69 g/g (56). En cascara de jaboticaba
(Myrciaria cauliflora), encontraron una CRA de 3.81 g/g y CRL de 3.47 mL/g (71),
mientras que las muestras de los diferentes tratamientos experimentales de este

estudio retuvieron de 10.40 a 14.26 g/g y de 7.46 a 9.06 mL/g respectivamente.

Cabe recordar que la CRA no se considero para el analisis del coeficiente de
regresion, debido a que no se ajusté al modelo matematico; sin embargo, la cascara
de tuna puarpura tuvo una CRA de entre 6.8 y 13.2 g/g y es de gran importancia
tecnoldgica y fisioldgica, ya que influye en la viscosidad, confiere efectos de
suavidad y frescura en los productos y ayuda a generar heces mas blandas

facilitando el transito intestinal (38, 64).
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Al aplicar la metodologia de superficie de respuesta se observd que al
aumentar el tiempo, incremento significativamente la CRL en el producto estudiado;
del mismo modo en cascara de tomate, se aplico ultrasonido al 100% de amplitud,
en tiempos fijos (5, 10 y 15 min), observando que al maximo tiempo de aplicacion
se vio favorecida la CRL (56), esto es debido a que al aumentar el tiempo de
aplicacion de ultrasonido, hay mayor formacion de micro fracturas en las paredes
vegetales, propiciando fragmentacion en las estructuras de la fibra, aumentando la
superficie de contacto (72), lo que genera mayor capacidad para absorber y atrapar
componentes de naturaleza aceitosa (44).

La relacion de la CRL con la salud humana, tiene que ver directamente con
la reduccion de colesterol en plasma (73), debido a que se produce una disminucion
en la absorcion de los &cidos biliares, alterando la formacion de micelas y la
absorcién de las grasas (56). En un estudio en ratas en el que se administraron
dietas suplementadas con cascara de manzana (Malus domestica), y una con la
pulpa del fruto, los niveles de lipidos plasmaticos redujeron significativamente en las

ratas suplementadas con cascara (74).

11.1.2 Propiedades antioxidantes

11.1.2.1 Contenido de betaninas y betaxantinas

Las betalainas son un grupo de pigmentos que se dividen en betaninas (mas
abundantes en el fruto y dan la coloracién rojo-purpura) y betaxantinas (aportan la
pigmentacién amarillo — naranja) (26).

Los promedios de betaninas de los tratamientos experimentales fueron de
15.50 a 19.30 mg EB/100 g y de 7.54 a 11.81 mg EB/100 g para betaxantinas.

En un estudio donde se realizaron extracciones de betalainas bajo
ultrasonido combinado con solventes polares, obtuvieron cantidades de betalainas
(betaninas y betaxantinas) de hasta 89 mg EB/100 g en cascara de tuna roja, esto
se atribuye a que los solventes facilitan la extraccion de estos compuestos (25).

Los resultados del presente estudio mostraron que, a mayor tiempo de

tratamiento se presentd mayor concentracion de betalainas. Este comportamiento
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fue similar a lo observado en céscara de betabel (Beta vulgaris), donde se aplico
con amplitudes del 50 al 100% durante 100 a 120 segundos y del mismo modo, al
aumentar el tiempo de sonicado (5, 10 y 15 minutos) se observaron mayores
concentraciones de betalainas (75).

Cabe resaltar que en las cascaras de diversos frutos como manzanas,
duraznos y uvas, se han encontrado hasta 10 veces mas betalainas que en las
partes comestibles (76), principalmente los pigmentos rojos del epicarpio, los cuales
tienen una funcion protectora contra los rayos UV (25).

Actualmente, la cuantificacion de estos pigmentos es de gran interés, debido
a su capacidad donante de atomos de hidrogeno, que lo convierte en una alternativa
para prevenir y contrarrestar enfermedades asociadas al estrés oxidativo,
manteniendo el balance entre neutralizacién de los radicales libres y evitando la

oxidacion de la hemoglobina (23).

11.1.2.2 Contenido de acido ascorbico

El acido ascoérbico es una vitamina hidrosoluble de gran importancia, que
influye en la sintesis de proteinas y algunos neurotransmisores en el cuerpo (77).

Los tratamientos experimentales de ultrasonido mostraron valores de 221.59
a 335.23 mg EAA/100 g, cantidad mayor a lo reportado en cascara de platano (Musa
acuminata) ultrasonicada (4.3 a 4.5 mg EAA/100 g) (58), y similar a lo encontrado
en cascara de uva (Vitis vinifera) 355.33 a 434.28 mg EAA/100 g (59).

Los resultados del coeficiente de regresion mostraron que, a menor amplitud
y mayor tiempo, se obtuvieron mayores cantidades de acido ascorbico, sin embargo,
estudios en cascara de uva por RSM encontraron que al incrementar el tiempo de
sonicacién, se genera una degradacion de acido ascérbico (78). En otros estudios
por ultrasonido obtuvieron un incremento de acido ascérbico, realizado a 100% de
amplitud en platano por 15 min en ciruelay uva (59).

Resulta de gran importancia conservar el acido ascoérbico presente en la
muestra, ya que actia como eliminador de nitritos, aumenta la funcién inmunitaria

e induce apoptosis en células cancerigenas (21,79). Estudios in vivo han
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evidenciado el poder de la vitamina C obtenida de cascaras de frutos como el mango
(Mangifera indica) y la granada (Punica granatum), que inhiben el dafio oxidativo
inducido por peroxido de hidrogeno y también ayuda a disminuir niveles de
colesterol LDL (80, 81).

11.1.2.3 Contenido de fenoles totales

Los compuestos fendlicos comprenden flavonoides y &cidos fendlicos, son los
antioxidantes mas abundantes en nuestra dieta, pues estan ampliamente
distribuidos en los alimentos de origen vegetal; su ingesta se asocia con un menor
riesgo de desarrollar enfermedades debido a su poderosa actividad antirradical
(82,83).

Los valores de fenoles totales en cascara fueron de entre 639.13 y 811.23
mg EAG/100 g, cantidades que superan a lo encontrado en otras cascaras
estudiadas por RSM, como la cascara de uva, (275.5 a 329 mg EAG/100 g) o de
rambutan (Nephelium lappaceum) (167.58 a 540 mg EAG/100 g) (84, 85).

Este estudio mostré que si se incrementa la amplitud y el tiempo de
ultrasonido en la cascara de tuna purpura, disminuye la concentracion de fenoles;
similar al comportamiento de la cascara de naranja (Citrus cinesis) ultrasonicada
(86) y a diferencia de lo encontrado en cascara de uva, donde al prolongar el tiempo
de tratamiento de ultrasonido, se obtuvo una mayor cantidad de compuestos
fendlicos (84), las variedades de tuna puarpura contienen mayores cantidades de
estos fitoquimicos en comparacién con las verdes o amarillas (87); por lo que al
tener mayor presencia de compuestos fendlicos, puede aportar beneficios mas alla
de los antioxidantes, ya que poseen la capacidad de quelar metales pesados como
el cadmio, cobalto, cromo, mercurio, manganeso, niquel, plomoy zinc (88); ademas
de que se ha demostrado que estudios in vivo, los compuestos fendlicos se unen a
los &cidos biliares, alterando la formacion de las micelas permitiendo disminuir

niveles de colesterol plasmatico (56).
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11.1.2.4 Actividad antioxidante por inhibicion de los radicales ABTS® y
DPPH®*

La utilizacion del sustrato 2,2'-azino-bis (3-ethylbenzthiazolina-6-acido
sulfénico) (ABTS®), es un método muy eficaz al actuar con compuestos de
naturaleza lipofilica e hidrofilica (89). Por su parte la molécula de DPPH® se
caracteriza por ser un radical libre muy susceptible, al reaccionar con compuestos

antioxidantes lipofilicos (90).

En la cascara de tuna se obtuvieron de 9563 a 11505 pmol ET/100 g para
ABTS®* y de 661.00 a 788.00 umol ET/100 g para DPPH*. Las condiciones del
proceso reflejaron que a menor amplitud por mayor tiempo, se presentd mayor
inhibicion del radical ABTS®, un comportamiento similar fue reportado en residuo de
zarzamora (Rubus fructicosus), donde observaron que la amplitud tiene una
influencia significativa (91), mientras que en cascaras de mandarina (Citrus unshiu)
se encontr6 que al aumentar el tiempo de sonicado se favorece la actividad
antioxidante (92).

El comportamiento de la actividad por DPPH*® fue diferente al de ABTS®,
donde el tiempo de aplicacién de ultrasonido fue el que influy6 significativamente,
este resultado también fue observado en cascaras de manzana, naranja y papa,
donde al prolongar los tiempos de extraccion por ultrasonido incremento la inhibicion
del radical DPPH* (93, 94, 95).

Las diferencias que se presentan en la actividad antioxidante de la cascara
de tuna, con otras matrices, estan relacionadas directamente al contenido de
compuestos fendlicos presentes en las fracciones estudiadas, pues estos actian
directamente inhibiendo el radical, por lo que a mayor concentracion de compuestos

fendlicos, mayor sera la inhibicion de radicales (3).
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11.2 Comparacioén y reproducibilidad del estudio

Como se menciond anteriormente se utilizaron las variables de respuesta
de los diferentes tratamientos para obtener la condicion éptima del proceso de
ultrasonido de la cascara de tuna.

11.2.1 Comparacién de la optimizacion por ultrasonido con la muestra

control

11.2.1.1 Microbiologia

Cuando se utiliza ultrasonido en la industria del procesado de alimentos, se
utiliza generalmente como método para inactivar los agentes patdgenos
transmitidos por los alimentos, sin comprometer la calidad de los alimentos (96).
Para asegurar la inocuidad de la muestra, se analizé la carga microbioldgica,
comparando la muestra optimizada por ultrasonido con la muestra sin sonicar
obteniendo una disminucién de la carga microbiana en la muestra optimizada.

En estudios realizados en jugos de naranja, lima, zanahoria, espinaca, tuna
y zarzamora, se demostro el efecto del ultrasonido en la disminucién o total
inactivacion de microorganismos (51, 60, 91). Esto se debe a que la intensidad de
la implosibn de las ondas generadas por el ultrasonido, genera puntos
microscopicos con altas temperaturas y altas presiones locales (97), liberando de
radicales libres y peroxido de hidrégeno, que ocasionan un adelgazamiento
membranal de las células microbianas, seguido de una ruptura celular causando la

muerte de los microorganismos (51,70).

11.2.1.2 Propiedad funcional de la fibra (CRL)

Al realizar la optimizacion del proceso de ultrasonido en la cdscara de tuna
purpura, se obtuvo una CRL de 11.16 g/g, cantidad superior a lo encontrado en
cascaras de tomate y jaboticaba tratadas con ultrasonido (1.69 y 3.47 g/g

respectivamente) y similar a lo reportado en concentrados comerciales de fibra
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dietética de trigo y avena (12.04 y 10.04 g/g respectivamente) (56,71,43). La CRL
de las cascaras se asocia a la naturaleza fisicoquimica de sus constituyentes, como
las pectinas, gomas, mucilagos y hemicelulosas, asi como al tipo de fibra (soluble
e insoluble) presente en la matriz (98).

11.2.1.3 Propiedades antioxidantes

En la muestra optimizada se encontraron 19.16 mg EB/100 g para betaninas
y 11.43 mg EB/100 g para betaxantinas, se han realizado estudios en cascaras por
ultrasonido combinado con disolventes en cascaras de Pitaya y de Djulis
(Chenopodium formosanum), obteniendo valores de hasta 101.04 mg EB/100 g y
204 mg EB/100 g, respectivamente (99,100).

Aungue se observo una ligera disminucion del &cido ascérbico de la muestra
al sonicar, las concentraciones de dicho compuesto en la cascara optimizada
pueden considerarse altas (342.80 mg EAA/100 g), en comparacion de estudios
similares realizados en cascaras de platano, ciruela y uva, donde reportaron cifras
de 4.9, 120 y 100 mg EAA/100 g, respectivamente (58, 59); contrario a lo que
sucedi6é con los fenoles totales, en donde se observé un aumento considerable,
obteniendo 690 mg EAG/100 g, siendo mayor a lo reportado en céscaras de uva,
rambutan y naranja (333.5, 275.8 y 552.64 mg EAG/100 g, respectivamente)
(84,85,86).

En cuanto a la inhibicion de los radicales ABTS® y DPPH?®, en la cascara de
tuna optimizada, se obtuvieron 11193y 719.86 umol ET/100 g respectivamente. Los
resultados de ABTS® son similares a lo obtenido en cascara de manzana (12000
umol ET/100 g) y superior a lo encontrado en cascaras de mandarina y lima (2521
y 1.47 umol ET/100 g) (98, 94). Por otro lado, la actividad antioxidante en la cascara
de tuna es menor a lo reportado en cascaras de mandarina o platano (1676 y 18810
pmol ET/100 g) (94, 58).

La diferencia entre la actividad antioxidante de la tuna con la de otros frutos
se debe a la asociacion de compuestos fendélicos asociados a la fibra insoluble de

su matriz (3), la concentracion y tipo de disolvente utilizado (101), y a las condiciones
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de aplicacion de ultrasonido, que generan dafio en la pared celular, aumentando la

absorcion del disolvente y el rendimiento de extraccion (102).

11.2.1.4 Identificacion de &cidos organicos

Los principales acidos organicos presentes en los frutos de Opuntia ficus-
indica son el acido méalico, oxalico y citrico (103). Para identificar el contenido de los
compuestos orgénicos de la cascara, se realiz6 la determinacion por cromatografia
liquida de alto rendimiento (HPLC por sus siglas en inglés).

La muestra control mostrd valores ligeramente superiores comparados con
la muestra optimizada excepto en el &cido ascérbico. Una ligera disminucion del
contenido de acido malico y citrico en la muestra optimizada por ultrasonido fue
observada; comparada con lo reportado en desechos de uva, en donde después de
aplicar ultrasonido, obtuvieron menores cantidades de dichos compuestos,
explicando que la disminucién se debe a la amplitud, el tiempo y largos periodos de
extraccion, que generan mayor pérdida del compuesto (104).

El &cido oxalico no registré pérdidas en la muestra optimizada, esto parece
indicar que es debido a que es resistente a las condiciones de ultrasonido que se
aplico. Esta resistencia se debe a la presencia de fuertes enlaces entre los grupos
carboxilos, ya que al incrementar la temperatura y prolongar el tiempo de extraccién
se degrada dicho acido (105).

Se present6 una pérdida total de &cido ascorbico en la muestra optimizada,
el mismo fenémeno fue reportado en hojas de acerola (Malpighia emarginata),
explicando que la disminucion se debe a la interaccion del acido ascérbico con el
radical hidroxilo y al efecto adverso que causa la variacion de temperatura sobre la
estructura del compuesto (106). Sin embargo, si se aplica ultrasonido con menor

intensidad de onda por cortos periodos, significaria una menor pérdida (107).
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11.2.1.5 Identificacion del indice de retenciéon de glucosa

El indice de retencion de glucosa esta dado por la fibra dietética presente en
la matriz de cada producto (108).

Como se mencion6 anteriormente la muestra ultrasonicada tuvo mayor indice
de retencion de glucosa, debido al efecto de despolimerizacion ocasionado por las
ondas sonicas, degradando los polimeros de los carbohidratos por la cavitacion, al
colapsar con las burbujas e interactuar con el radical hidroxilo (72).

No existe evidencia de cuantificacion del indice de retencion de glucosa en
cascaras ultrasonicadas. Sin embargo, un estudio realizado en bagazo de naranja,
mostro que el aumento en la capacidad de retener moléculas de glucosa, permite la
regulacion de los niveles de glucosa en sangre (109), lo cual podria ayudar a
personas con enfermedades como diabetes o algunas otras afecciones
pancreaticas, a evitar picos en las glicemias, permitiendo establecer un control a
través de la dieta (110).

11.2.2 Reproducibilidad del estudio

Al no obtener diferencias significativas entre los valores predichos y
experimentales en el contenido de antioxidantes y la actividad antioxidante, lo que
indica que este proceso es viable para su reproduccion, de modo que al utilizar los
datos de la condicion Optima se obtengan obteniendo valores experimentales
similares, tal como se ha reportado en estudios de aplicacién de superficie de

respuesta (60).
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11.3 Evaluacion de las propiedades fisicoquimicas y microbiolégicas de la

gelatina

Los resultados mostraron que las gelatinas presentaron un pH de 3.6 a 4.0,
acidez titulable de 0.015 a 0.105 % AC y un contenido de soélidos solubles de 12.83
a 17.16 °Brix. No existen antecedentes sobre gelatinas de cascara de tuna, sin
embargo, en un estudio de gelatina elaborada con cascara de mamey reportd un
pH de 6.57 (62). El contenido de soélidos solubles fue mayor en la gelatina sin
ultrasonicar, por lo que es la que posee una mayor concentracioén de azucares.

La Norma Oficial Mexicana NMX-F-041-1983 (63) indica que los productos
de gelatina de sabores deben presentar un color caracteristico de acuerdo con la
composicién del producto, por ende se realiz6 analisis de color, obteniendo ligeros
cambios manteniendo la muestra en el cuadrante rojo-amarillo, conservando la
coloracién propia del fruto, esto debido a que el ultrasonido no afecta las
propiedades organolépticas o sensoriales del fruto (53). Los ligeros cambios
presentados en la muestra ultrasonicada se deben a la cavitacion que induce la
aceleracion de reacciones quimicas incrementando la dispersion y agregacion de
particulas, como se observé en un estudio de jugo de tuna purpura ultrasonicada
(111).

Una total inactivacién de microorganismos se obtuvo en todas las gelatinas
excepto la gelatina con cascara sin ultrasonido. Esto asegura la inocuidad de la
gelatina con ultrasonido, permitiendo que el producto cumpla con lo estipulado en
la norma antes mencionada puesto que se indica que debe estar libre de
microorganismos patdgenos.

En general, la gelatina con el extracto optimizado presenté una ligera
disminucién del contenido de antioxidantes comparado con la gelatina sin
ultrasonido. Sin embargo, tuvo una concentracién de acido ascérbico de 154.67 mg
EAA/50 mL, lo que permitiria cubrir aproximadamente el 86% de la ingesta diaria
recomendada de esta vitamina para una persona adulta (112). EI contenido de
fenoles totales fue de 4475.09 mg EAG/50 mL, que son superiores a lo reportado
en gelatina de cascara de platano y mamey (2.16 mg EAG/50 mL y 464.5 mg
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EAG/50 mL, respectivamente) (61, 62). Cabe mencionar que la gelatina comercial
tuvo concentraciones muy bajas de antioxidantes y no presenté actividad
antirradical, por lo que el desarrollo de gelatinas comestibles elaboradas a partir de
residuos vegetales, se propone como una opcién de consumo que aportaria a la
dieta compuestos bioactivos de interés nutricional, para contrarrestar el dafio

ocasionado por radicales libres.
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XIl. CONCLUSIONES

a) Las determinaciones que se ajustaron al modelo matematico para la
aplicacidon de la metodologia de superficie de respuesta fueron: Capacidad
de retencién de grasa, betaninas, betaxantinas, acido ascérbico, fenoles
totales y la actividad anti-radical por ABTS* y DPPH?*; todas ellas al presentar
una R?2>90.

El tiempo en su término lineal y cuadratico fue el parametro que
presentd una influencia significativa en la mayoria de las determinaciones,
tanto para las propiedades funcionales de la fibra, como para las propiedades
antioxidantes.

b) La metodologia de superficie de respuesta permitio la optimizacion del
proceso de extraccibn de compuestos antioxidantes por ultrasonido. La
condicién éptima de proceso se obtuvo a 69+1 % de amplitud, por 13 minutos.

Al analizar los valores obtenidos en las pruebas de contenido de
antioxidantes y actividad anti-radical, no se encontré6 diferencia
estadisticamente significativa entre lo predicho por el programa estadistico y
los valores experimentales; por lo que este proceso puede reproducirse,
obteniendo resultados similares.

La capacidad de retenciéon de grasa del sedimento, fue el Unico
pardmetro en el que se encontrd diferencia estadisticamente significativa,
siendo aun mayor que lo predicho por el programa.

En cuanto a las determinaciones llevadas a cabo por HPLC; se
observd una pérdida significativa de algunos de los acidos organicos en la
muestra ultrasonicada, al compararlo con la muestra control. Sin embargo,
se presento un incremento en el indice de retencion de glucosa.

Al analizar el contenido microbiologico de las muestras, mediante
recuento de microorganismos aerobios mesdfilos, enterobacterias y esporas;
se observd una disminucion significativa de unidades formadoras de
colonias, por lo que la muestra ultrasonicada puede ser apta para el consumo

humano, al estar libre de agentes patdégenos.
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C) La gelatina elaborada con la cascara de tuna purpura ultrasonicada,
present6 una consistencia firme, color rojo intenso, sabor dulce, ligeramente
acido y olor caracteristico al fruto. No se detectd presencia de
microorganismos y presentd buenas propiedades antioxidantes, en

comparacién con la gelatina control o con gelatina comercial.

Al realizar extraccion por ultrasonido en cascara de tuna purpura, se
obtiene fibra con mayor capacidad de retencion de lipidos y un extracto
inocuo, con mayor cantidad de antioxidantes que, al incorporarlos a un
producto, represente una opcidbn de consumo que podria reducir el
estrefiimiento y los dafios causados por el estrés oxidativo; generando

beneficios a la salud humana.
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PERSPECTIVAS

Se sugiere evaluar en un modelo in vivo los efectos de la cascara de tuna
ultrasonicada, para comprobar las propiedades funcionales de su fibray el poder de

su actividad antioxidante.

Se recomienda identificar cuales son los compuestos antioxidantes presentes
en la cascara de tuna purpura, principalmente los compuestos fenolicos que le

confieren su poder como agente anti radical.

Es necesario refinar el proceso de elaboracion de gelatina adicionada con
cascara de tuna purpura, para ofrecer mejores propiedades organolépticas a los
potenciales consumidores, lo que permita realizar pruebas sensoriales y de

aceptacion.
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