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RESUMEN

Las tunas (Opuntia ssp) pertenecen a la familia de las cactaceas y crecen en zonas
aridas del mundo. México, ademas de ser el mayor productor de tunas del mundo,
presenta una gran variabilidad genética. Las tunas de acuerdo con su pigmentacion
se pueden clasificar en amarillas, naranjas, rojas, moradas, verdes y blancas, existe
una variaciéon del contenido de metabolitos primarios y secundarios en relacién con
la pigmentacion, genética, de las accesiones de las tunas, por lo cual, la
identificacion y cuantificacion de estos compuestos es de suma importancia para

comprender las propiedades biolégicas

Este estudio proporciona una comparacion de los metabolitos de 13 accesiones de
Opuntia con diferente pigmentacion y de diferentes especies cultivadas en la misma
zona de estudio. Se analizaron los metabolitos primarios mediante RMN 'H y se
identificaron los biomarcadores y las diferencias metabol6émicas relacionados con la
pigmentacibn mediante analisis estadisticos. También se caracterizaron
fisicoquimicamente y se cuantificaron el contenido de compuestos bioactivos como
fenoles, flavonoides acido ascorbico y betalainas, ademas de la evaluacion de la

actividad antioxidante determinada mediante los métodos de ABTS Y DPPH.

Mediante la técnica de RMN de 'H se identificaron 40 compuestos entre
carbohidratos, aminoéacidos, &cidos organicos y nucledsidos. Con los analisis
estadisticos de PCA y OPLSDA se lograron ver los biomarcadores y diferencias
metaboldmicas entre las accesiones con diferente pigmentacion, los metabolitos

diferenciales para las accesiones de pigmentacién verde-blanco fueron fucosa,



etanol, gaba, acido lactico y acido succinico, para las de pigmentacion naranja-
amarilla fue acido malico, metionina, citidina, fucosa, tirosina y para las de

pigmentacion rojo-morado tirosina, &cido aconitico, histidina, galactosa, citidina.

En cuanto al contenido de compuestos bioactivos y actividad antioxidante la
accesion 'Naranja legitima' (naranja-amarilla) fue la presento mayor actividad
antioxidante por el método de DPPH y también mostro la mayor cantidad de
compuestos fendlicos, y bentaxantinas. La accesion 'Concha de Oro' (verde-blanca)
mostro la mayor actividad antioxidante por el método ABTS y el mayor contenido de
acido ascorbico. Y las accesiones 'Rojo insurgentes' y 'Rojo papas' fueron la que

tuvieron mayor contenido de flavonoides totales y betacianinas.

Los resultados indican que independientemente de la pigmentacion las tunas

representan una fuente potencial de compuestos con actividad biol6gica.



1. INTRODUCCION

La tuna posee una gran diversidad genética y se encuentran alrededor de 200
variedades en todo el mundo. En nuestro pais, se cuenta con mas de 100
variedades, que en su mayoria se consideran endémicas (Flores et al., 2016). La
tuna presenta una amplia adaptabilidad, tolera temperaturas muy extremas con
limitaciones de agua y suelos pobres, lo cual lo hace un cultivo ideal para regiones
aridas y semiéaridas (Inglese et al., 2018). En los ultimos afios se ha estudiado la
presencia de compuestos bioactivos en diversas variedades de tuna, los cuales
poseen propiedades nutricionales y funcionales que causan efectos positivos a la
salud humana. Estos estudios han impactado positivamente el mercado,
aumentando el consumo de este fruto (Oumato et al., 2019). El contenido de
nutrientes y compuestos funcionales muestra una aparente variacién de un ecotipo
a otro (Pinedo et al., 2017). Por lo que la caracterizacion de los compuestos del fruto
de accesiones de tuna es clave para comprender mejor sus propiedades
nutricionales y biolégicas. Por otra parte, los enfoques metabolémicos basados en
la espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear *H (RMN *H) pueden ayudar
a identificar y calcular el contenido de metabolitos presentes en frutos de tuna (Villa
et al., 2020). El uso de esta técnica, complementada con el procesamiento y analisis
de datos, resulta ser util en la evaluacion del perfil metabolémico para la
caracterizacion de alimentos, que conducen la diferenciacion de variedades
(Consonni & Cagliani, 2019). Por lo anterior el presente trabajo tiene como objetivo
caracterizar los metabolitos de interés nutricional y funcional presentes en trece

accesiones de tuna mexicana que han sido poco o nada estudiados.






2. ANTECEDENTES

2.1. Clasificacion taxondmica

El género Opuntia se clasifica en la familia Cactaceae, que incluye
aproximadamente 300 a 400 especies y gran cantidad de variedades, tanto
silvestres como cultivadas, sin embargo, pocas especies son utilizadas, ya sea para
alimentacion humana, forraje o para obtencion de colorante (Omar Ahmad A. and

ElSayed, 2021; Saenz et al., 2006).

La clasificacion del género Opuntia es complicada debido a la diversidad de
especies y ecotipos, resultado de procesos de hibridacién natural, procesos de
propagacion sexual o asexual, que conduce a una gran cantidad de variedades,
resultado de la constitucion genética e interaccion con el ambiente (Flores-

Hernandez et al., 2016; Omar Ahmad A.and ElSayed, 2021).

Segun Saenz et al., 2006, las principales especies de tuna cultivadas son: Opuntia
amyclaea, O. ficus-indica, O. xoconoxtle, O. megacantha y O. streptacantha,
adicionalmente O. robusta, O. leucotricha, O.hyptiacantha, O. chaveia y O.
streptacantha. Son cosechadas de poblaciones silvestres, siendo la especie O. ficus

la de mayor produccion alrededor del mundo y con mas alto consumo en el mundo.

Las diferentes variedades de tunas se pueden clasificar por el color de la cascara o

pulpa, ya que varian entre: morados, rojos, anaranjados, amarillos y verdes.

México posee una amplia diversidad de especies y variedades, que permite ofrecer

al mercado una extensa gama de tonalidades, con un amplio periodo de consumo
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que va desde mayo hasta noviembre (Ochoa & Guerrero, 2010). En el Catalogo
nacional de Variedades Vegetales, (Servicio Nacional de Inspeccion y Certificacion
de Semillas, 2021) se reportan alrededor 91 variedades de frutos de Opuntia
registrados, destacando la variedad Opuntia robusta var. robusta, Opuntia

megacantha Salm-Dick y Opuntia spp.

2.2. Origen del fruto de tuna

Las regiones semiaridas de Mesoamérica se consideran el centro de origen del
género Opuntia. Este género estéa relacionado con la historia y la cultura de México,
por ejemplo, en el escudo nacional, ademas, existen evidencias arqueoldgicas que

datan de hace 7000 afios del conocimiento y uso de la tuna (Ochoa & Guerrero, 2010).

El nombre nahuatl para Opuntia fue Tenochtli o Tzapotlnochtli. Nochtli es la palabra
nahuatl para el nopal. El primer nombre -Tenochtli- significa nopal divino; la segunda
deriva de la similitud entre el fruto del nopal con los frutos globosos y carnosos
llamados genéricamente Tzapotl (Manilkara zapota y Diospyros digyna) (Reyes-

Aguero et al., 2005).

Como lo cita Oumato et al., 2019, la produccion del género Opuntia se distribuye
ampliamente por México y el resto América, a raiz de la conquista se introdujo en
Espafa a finales del siglo XV y desde alli se extendié por el mediterraneo y el resto
de los continentes, convirtiéndose en el cactus comestible mas cultivado en el

mundo.
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2.3. Produccién de tuna

Las plantas del género Opuntia se cultivan en varios ambientes en zonas éaridas,
semiéaridas, templados y tropicales en varios paises del mundo, desde lugares con
temperaturas hasta 40 ° hasta lugares que en el invierno llegan a -40 °C. Por esta
razdn, estas especies son atractivas como un ser un recurso genético de interés

para zonas ecoldgicas muy diversas (Saenz et al., 2006).

La tuna crece en regiones aridas y desérticas, generalmente el cultivo de la tuna se
ha restringido a zonas marginales, con mala calidad de suelos y lluvias escasas,
realizandose totalmente de temporal (Calva Pérez, 1999).Posee un metabolismo
fotosintético de tipo Crasulaceo denominado metabolismo &cido crasulaceo (CAM),
que permite la produccion de biomasa en las condiciones éaridas y de sequia

(Ramirez-Ramos et al., 2018; S&enz et al., 2006).

México es el principal productor de tuna en el mundo, sin embargo, su
competitividad es baja comparada con otros frutos y hortalizas (Ramirez-Ramos et

al., 2015).

En México la produccién de tuna para 2020 fue de 471,896.35 tn. Se produce en
dieciséis estados, sin embargo, el 84.75% de la produccién se concentra en los
Estados de México, Puebla y Zacatecas con producciones de 175,635.13,
122,053.26, 102,235.65 tn respectivamente. Los datos estadisticos de produccion
se basan en 7 variedades las cuales son: Blanca Cristalina, Amarilla, Xoconoxtle,
Criolla, Alfajayucan, Roja y Picochulo. Destaca la variedad Alfajayuca con el 35.33%

de la produccion (Servicio de Informacién Agroalimentaria y Pesquera, 2021)
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También se produce en paises como Chile, Argentina, Bolivia, Pert, Colombia,
Marruecos, EUA, Sudafrica, Italia, Grecia, sin embargo, su produccion se basa en

una sola variedad (Ochoa & Guerrero, 2010).

2.4. Composicion quimica de latuna

El fruto del nopal se caracteriza por ser una pulpa carnosa y jugosa entremezclada
con un gran numero de semillas pequefias, y encerrado por una piel gruesa con
pequefias espinas. Las proporciones en peso de pulpa, piel y semillas son 28-58%,

37-67% y 2-10%, respectivamente (Jiménez-Aguilar et al., 2015).

El fruto del nopal tiene caracteristica de poseer alto contenido de carbohidratos, baja
acidez, en porcentajes depende del cultivar, las practicas culturales, el nimero de
semillas fecundadas y abortadas, la carga de frutos, periodo de iluminacion, clima

y época de cosecha (Piga, 2004)

La pulpa es la parte comestible de la fruta oscila entre 10 ° Brix y 17 ° Brix y esta
compuesta de agua (84% a 90%) y azucares reductores (10% a 15%). La glucosa
es el azucar predominate seguido de la fructosa, lo que propicia un sabor muy dulce
de la pulpa. El pH se encuentra en un rango de pH de 5.3 a 7.1 y la acidez entre
0.05% a 0.18, expresada como &cido citrico, de igual forma se han reportado otros
acidos como el malico, quinico, shikimiko en menores concentraciones (Belviranli

et al., 2019; Feugang et al., 2006; Ochoa & Guerrero, 2010; Saenz et al., 2006).

Los frutos de cactus contienen altos niveles de aminoacidos, entre ellos taurina y

serina, glutamina, prolina, arginina e histidina y la presencia de metionina, ocho de
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estos son esenciales. Se considera una buena fuente de minerales, especialmente
calcio, potasio, magnesio, hierro, fosforo. Ente las vitaminas predomina la vitamina
C, mientras que otras, como B6, B12, E, A, carotenoides, tiamina, riboflavina y

niacina se encuentran en trazas (Feugang et al., 2006; Séenz et al., 2006).

2.5. Compuestos bioactivos

De acuerdo con Piga, 2004, se tiene conocimiento que el consumo del fruto
proporciona importantes beneficios nutracéuticos a los consumidores, previene
algunas enfermedades, debido a la presencia de ciertos metabolitos como:

compuestos fendlicos, vitaminas y carotenoides.

El perfil fitoquimico ha sido evaluado ampliamente por diversos autores como
Amaya-Cruz et al., 2019, reportan 145 compuestos: sesenta y ocho polifenoles
extraibles, quince polifenoles hidrolizables, cuarenta y una betalainas, dieciséis

carotenoides y cinco fitoesteroles en Opuntia ficus indica L.

Los pigmentos de la tuna son betalainas, existen dos clases, los betaxantinas
amarillo-naranja y betacianinas rojo-morado (Belviranl et al., 2019; du Toit et al.,
2018; Felker et al., 2008; Pinedo-Espinoza et al., 2017). La tuna blanca o verde
presenta menor cantidad de betalainas y contienen exclusivamente indicaxantina

(Ochoa & Guerrero, 2010).

Las betalainas se pueden utilizar como colorante alimentario natural, pero también
tiene propiedades antioxidantes, antiinflamatorias, anti-microbiolégico, anti-

cancerigeno y anti-lipidémico (Castro et al., 2019).
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También se han encontrado compuestos fendlicos en la pulpa de la tuna
principalmente flavonoides (quercetina, kaempferol y isorhamnetina) (Feugang et
al., 2006), que poseen un importante papel en la prevencion de algunas
enfermedades, como salud gastrointestinal y prevencion de factores de riesgo de
enfermedades cardiovasculares incluyendo hiperlipidemia e hipertension (Mena et

al., 2018).

Los carotenoides son terpenoides producidos en los cromoplastos de la fruta
durante el proceso de maduracion y son responsable de los colores rojo, naranja y
amarillo (Amaya-Cruz et al., 2019). En tunas han sido identificados en la piel y
probablemente también estén presente en la fraccion oleosa de la semilla (de Wit

et al., 2019).

Estos compuestos y sus propiedades multifuncionales hacen de la tuna un
candidato perfecto para la ser empleado con diferentes fines tanto: nutricionales,
cosméticos y etnofarmacologicos en forma de té, mermelada, jugo y aceite extraido

de las semillas y alimentos que promueven la salud (Feugang et al., 2006).

2.6. Metaboldémica
La metabolomica se ha definido como el campo de investigacion que implica la
caracterizacion, incluidas la identificacion y la cuantificacion, de la coleccién
completa de metabolitos de moléculas pequefias en un sistema biologico
(O’Gorman & Brennan, 2015). Cataloga y cuantifica a las moléculas pequefias
(metabolitos con peso molecular <1500Da), productos del metabolismo primario o

secundario, que se encuentran en los sistemas bioldgicos, estudia como cambian
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los perfiles metabdlicos dentro de un organismo como respuesta a alguna situacién

(Li et al., 2021).

Cuando hablamos de metabolitos nos referimos a compuestos organicos como:
carbohidratos, amino&cidos, acidos orgénicos, lipidos, etc., los cuales presentan un

amplio intervalo de polaridades, tamafios moleculares, carga a pH fisiologico, etc.

La metabol6mica se ha utilizado para estudiar las caracteristicas metabdlicas de los
alimentos, relacionados con el estado fisiopatolégico, factores ambientales, y
genéticos, lo que permite determinar, cuantificar e identificar los componentes de
los alimentos que influyen en las caracteristicas (Cevallos-Cevallos & Reyes-De-

Corcuera, 2012; Kim et al., 2016).

Hoy en dia son utilizadas diferentes plataformas para identificar y cuantificar
metabolitos como: Resonancia Magnética Nuclear (RMN), , Espectrometria
Vibracional (VS), Espectrometria de Infrarrojo Cercano (NIR), Espectrometria
Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR), y la Espectrometria de Masas (MS),
esta Ultima casi siempre acoplada a técnicas cromatograficas como la
Cromatografia Liquida (LC-MS), la Cromatografia de Gases (GC-MS) vy
Electroforesis Capilar (CE-MS) Como consecuencia de la gran diversidad de
plataformas analiticas utilizadas y la compleja naturaleza quimica de los
metabolitos, la identificacion de la estructura de estos se ha convertido en uno de
los principales puntos para convertir los datos cualitativos y cuantitativos de RMN y
MS en conocimiento bioquimico (Balkir et al., 2021; Becerra-Martinez et al., 2017;

Fraga-Corral et al., 2022; Villa-Ruano et al., 2019).
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2.6.1. Resonancia magnética nuclear

Las técnicas de RMN, especificamente la *H RMN (resonancia magnética nuclear e
hidrégeno-1), son una opcién popular para la elaboracion de perfiles metabolémicos
porque son rapidas y sencillas ya que presenta diversas ventajas incluida la
deteccion selectiva de isO6topos en mezclas complejas, datos altamente
reproducibles, precisa cuantificacion sin estandares requiere una preparacion de
muestras simple, rapida (2-6 min/muestra) y proporciona informacién estructural

muy especifica (Johanningsmeier et al., 2016; Li et al., 2021).

Las sefiales en los espectros de RMN son proporcionales a la concentracion molar
del compuesto, lo que permite la comparacion directa de las concentraciones de
cada compuesto sin requerir curvas de calibracién para cada uno. Al comparar la
intensidad maxima con un estandar interno, se puede calcular la concentracion

absoluta de todos los metabolitos en la muestra (Li et al., 2021).

La alta reproducibilidad de las técnicas basadas en RMN confiere a este método
muchas ventajas sobre otras técnicas analiticas en estudios metabolémicos a gran
escala y a largo plazo. Es una herramienta para perfilar simultineamente diversos
compuestos en una matriz de alimentos y para explicar los efectos de las practicas
agricolas, procesamiento, almacenamiento, factores genéticos y ambientales en los
perfiles metabdlicos. Cuando se combina con el analisis estadistico multivariado, la
RMN ha demostrado ser una herramienta poderosa para evaluar el perfil quimico

de varios tipos de vegetales gque crecen en diferentes regiones geograficas, como
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las uvas, el café y el té verdes entre otros (Becerra-Martinez et al., 2020; Valle-Parra

et al., 2020; Velasquez-Valle et al., 2020; Villa-Ruano et al., 2018).

Actualmente, los avances en hardware relacionado con RMN, desarrollo de kits,
pulso disefio de secuencias y software/bases de datos han contribuido a
metaboldmica basada en RMN mas réapida y econémica. La espectroscopia de
RMN representa una alternativa valida a los métodos analiticos tradicionales
considerando la posibilidad de detectar varias clases de compuestos quimicos
simultaneamente, tanto metabolitos primarios como secundarios. Sucesivamente
se podrian procesar los datos obtenidos por RMN apropiadamente mediante
herramientas estadisticas multivariadas abordar el origen geogréafico y revelar
posibles marcadores para la autenticacion y caracterizacién (Castejon et al., 2010;

Consonni & Cagliani, 2019).

2.6.2. Principios de la RMN

La RMN es una técnica espectroscopica que estudia la absorcion y emision de
radiacion electromagnética basada en las propiedades magnéticas de ciertos
nacleos, bajo la influencia de un campo magnético. Se basa en la medida de la
absorcion de la radiacion electromagnética en la regién de las radiofrecuencias

aproximadamente de 4 a 900 MHz.

En las medidas de RMN de impulsos o de Transformada de Fourier, los nacleos que
estan en un intenso campo magnético se someten periddicamente a impulsos muy

cortos de una intensa radiacion de radiofrecuencia. La duracién de los impulsos ©
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es por lo general menor de 10 ps, y la frecuencia de la radiacion es del orden 102 a

103 MHz.

La aplicacion en estas condiciones de una radiacion de radiofrecuencias hara entrar

en resonancia a un cierto nimero de nucleos.

Los nucleos excitados al relajarse emiten una sefial de radiofrecuencia en el dominio
del tiempo, que se denomina sefial de caida libre de induccion (FID). La sefal de
caida libre de induccion puede detectarse con una bobina radiorreceptora que se
coloca perpendicularmente al campo magnético estatico. Se trata de una sefal
dependiente del tiempo f(t), que recoge todas las sefiales de resonancia individuales
generadas por los nucleos presentes que posean frecuencias de resonancia
diferentes y seguidamente se la somete a un proceso de digitalizacion y

almacenamiento.

Esta situacion se repite n nimero de veces que sea necesario hasta alcanzar una

FID acumulada con la intensidad o relacion sefial/ruido (S/R) suficiente.

La sefal obtenida (FID acumulada) dependiente del tiempo, f(t2), contiene la
informacion del experimento de RMN, pero no es Gtil desde un punto de vista del

analisis estructural.

Para poder establecer correlaciones estructurales es necesario convertir la FID en
una sefal dependiente de las frecuencias que permita extraer la informacion

espectroscopica, f(v2). Con esta finalidad se aplica un algoritmo matematico
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conocido como la Transformada de Fourier (TF), lo que da lugar finalmente a un

espectro de RMN 'H (Becerra-Martinez et al., 2017).

2.6.3. Componentes basicos de un espectrometro de RMN

El espectrometro de RMN generalmente estd compuesto por un iman
superconductor, que genera un campo magnético constante con una intensidad
situada habitualmente entre 300 y 800 MHz. Una sonda emisor de frecuencias de
radio; que aloja la muestra y suministra una sefal segun los nucleos seleccionados
en la muestra y segun el campo magnético externo. Una consola
transmisora/receptora de frecuencias de radio; que detecta la sefial generada por el
movimiento de precesion de la imantacion de los nucleos de los atomos en la
muestra y envia la sefial FID a un procesador en un sistema integrado también por
un secuenciador (programador de pulsos). Un ordenador que se utiliza para
controlar la consola, la sonda y el iman, asi como para el procesamiento y
almacenamiento de los datos de RMN (Aristizabal Torres Ivan D., 2007; Hatzakis,

2019).

2.6.4. Estudios de RMN en tuna

De acuerdo con lo investigado, no existen informes sobre los estudios
metabolémicos por RMN del fruto de Opuntia cultivada en México. Aunque se
encontré informacién de andlisis mediante RMN de 3C y H, de mucilago de las
cascaras del fruto de O. ficus-indica colectadas en Tunez (Gheribi et al., 2019), asi
como del xilano de cascaras del fruto de esta misma variedad recolectadas en

Marruecos (Habibi et al., 2003).
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En estos estudios muestran las regiones del espectro, donde se encuentran sefiales
indicando la presencia de compuestos como la arabinosafuranosa, galactopiranosa

y sefiales relacionadas con compuestos fendlicos (Gheribi et al., 2019)

Sin embargo, no se detalla el perfil metabolomico, y no aplican un procesamiento
posterior para identificar, cuantificar y comparar los metabolitos presentes en el fruto

de tuna.
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3. JUSTIFICACION

Este trabajo pretende obtener conocimientos sobre el perfil metabolomico de trece
accesiones de tuna bajo las mismas condiciones ambientales. Las accesiones

pertenecen a diferentes especies de Opuntia y presentan pigmentaciones distintas.

El estudio metabolomico de cualquier matriz vegetal es clave para comprender
mejor su propiedades nutricionales y funcionales, y determinar los marcadores

genéticos de cada variedad (Mena et al., 2018).

En México, las tunas de pulpa blanca y de piel 6 cascara verde son muy apreciadas
en el mercado y su produccién corresponde a casi el 95% de la total nacional

(Sumaya-Martinez et al., 2011).

Debido a que el color es parte de la calidad del fruto y puede ser un factor de
preferencia para el consumo, se buscara determinar las propiedades nutricionales,
funcionales y a diferenciar que variedades y con qué pigmentacién podrian generar
mayores ventajas competitivas no solo como fruta fresca, sino también como
ingrediente o aditivo de alto valor para la industria de alimentos (Ramirez-Ramos et

al., 2018).

De las caracteristicas principales de la produccion de este fruto es su anatomia y
morfologia adaptada a condiciones de fuerte estrés ambiental, por o que son una
alternativa de cultivo para regiones donde dificilmente crecen otras especies (Saenz

et al., 2006).
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El interés en los compuestos bioactivos de Opuntia se vuelve ain mas relevante
cuando se considera la necesidad de hacer frente a los desafios del cambio
climatico. Teniendo en cuenta la tolerancia de las especies de cactus a las
condiciones climéticas y de suelo extremas, la explotacion de fitoquimicos de estas

especies puede contribuir a su produccion sostenible (Mena et al., 2018).

La produccion de tuna tiene un importante impacto social y cultural, aunque su
competitividad es baja comparada con otros frutos y hortalizas. Por lo que la
identificacion y difusion de las ventajas en la produccién y consumo de tuna con
diferentes pigmentaciones y de diferentes especies es una estrategia para
incrementar la baja competitividad de la tuna mexicana en los mercados nacional e

internacional (Ramirez-Ramos et al., 2015).
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo General
Estudiar el perfil de los metabolitos primarios y cuantificar metabolitos secundarios

de trece accesiones de tuna cultivadas en México

4.2. Objetivos Especificos

o Estudiar el perfil metabolémico de trece accesiones de tuna cultivadas en

México empleando la técnica analitica de RMN de H.

e Evaluar los compuestos bioactivos y la actividad antioxidante in vitro en

accesiones de tunas de pigmentacion verde, amarilla y roja.
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CAPITULO |

IDENTIFICACION DE METABOLITOS PRIMARIOS EN TRECE ACCESIONES
DE FRUTOS DE Opuntia spp.

RESUMEN

Los frutos de Opuntia spp. representan una fuente importante de compuestos
nutricionales con importancia bioldgica El objetivo de este trabajo fue determinar los
metabolitos primarios mediante RMN 'H de 13 accesiones de tuna con diferente
pigmentacion cultivadas en el Repositorio Nacional de Opuntia en el estado de
Zacatecas. Se identificaron 40 compuestos entre carbohidratos, aminoacidos,

acidos organicos y nucledsidos.

Mediante los andlisis estadisticos de PCA y OPLSDA se lograron ver los
biomarcadores y diferencias metabolémicas entre las accesiones con diferente
pigmentacién Para las accesiones de pigmentacién verde-blanco fueron fucosa,
etanol, gaba, acido lactico y acido succinico, para las de pigmentacién naranja-
amarilla fue acido malico, metionina, citidina, fucosa, tirosina y para las de
pigmentacién rojo-morado tirosina, acido aconitico, histidina, galactosa, citidina. Los
resultados confirman que la RMN H es una técnica efectiva para conocer las

diferencias metabolémicas de las diferentes accesiones de tuna.
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1. INTRODUCCION

Las cactaceas comprenden alrededor de 130 géneros y entre 1500 y 1870 especies
reconocidas por sus espectaculares adaptaciones a la sequia y los ambientes
desérticos (Valero-Galvan et al., 2021). Opuntia es un género de las Cactaceas
ampliamente cultivado en todo el mundo, el cual comprende mas de 300 especies

que se utilizan para muchos propésitos.

Debido a su alto valor nutricional, los frutos de Opuntia tienen el potencial de
contribuir a mejorar la seguridad alimentaria, ademés son una rica fuente de
minerales, aminoacidos esenciales y vitaminas, y tienen un alto contenido de
antioxidantes, lo que los convierte en candidatos prometedores para el tratamiento
de enfermedades no transmisibles (Daniloski et al., 2022). Las caracteristicas
genéticas de los frutos de Opuntia pueden influir ampliamente en la complejidad
nutricional, reflejdndose también en sus beneficios para la salud humana y
caracteristicas tecnoldgicas. Por lo que la caracterizacion es clave para comprender
mejor su biologia, tecnologia, propiedades nutricionales y biol6gicas (Mena et al.,

2018) (da Silveira Agostini-Costa, 2022)

La metabolémica tiene una amplia gama de aplicaciones en la ciencia de los
alimentos, especialmente en el estudio de material vegetal podemos monitorear el
estado fisioldgico, determinar el origen, discriminar entre plantas silvestres y

transgénicas, clasificar y caracterizar diferentes especies (Fraga-Corral et al., 2022).

En los ultimos afios ha aumentado el interés por la espectroscopia de resonancia

magnética nuclear (RMN), particularmente en la ciencia de los alimentos,
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desempefia un papel dominante en las investigaciones y caracterizacion de mezclas
complejas (Selegato Denise Medeiros and Pilon, 2019). En este estudio se utilizé
describir los metabolitos primarios de 13 accesiones de tuna cultivadas en

Zacatecas

2. OBJETIVO

Estudiar el perfil metabolémico de trece accesiones de tuna cultivadas en México

empleando la técnica analitica de RMN de *H
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Material biolégico

Trece accesiones de frutos de tunas (Opuntia spp) rojas-morado, naranjas-
amarillas y verdes-blancas (Cuadro 1), fueron cosechadas con un indice de
madurez comercial en el Repositorio Nacional de Opuntia, en el Centro Regional
Universitario del Centro Norte (CRUCEN-Zacatecas) de la Universidad Auténoma

Chapingo, ubicado en Zacatecas, Zacatecas, México.

Fueron trasladadas a el Laboratorio de Postcosecha del Instituto de Ciencias
Agropecuarias (ICAP) donde se seleccionaron aquellas que estuvieran libres de
plagas y dafios mecanicos, posteriormente se lavaron con agua destilada para
eliminar las gloquidias. Se retiro la cascara y el mucilago se separé de las semillas,

y se mantuvo en congelacion a -80 ° C hasta su posterior analisis.

Cuadro 1: Clasificacion de las accesiones de tuna.

Clasificacion

Accesion Clave Color o
taxondmica

Carddn blanco TCB verde-blanca O. streptacantha
Concha del oro TCO verde-blanca Opuntia spp.
Vaguera TV verde-blanca O. albicarpa
Zarca TZ verde-blanca Opuntia spp.
Amarilla _ ) )

) ) TC naranja-amarilla Opuntia spp.
chachiqueguite
Amarilla monteza ™ naranja-amarilla Opuntia megacantha
Naranja legitima TNL naranja-amarilla Opuntia spp.
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Rojo insurgente TRI rojo-morado 0. megacantha Salm-Dick

Rojo papas TRP rojo-morado Opuntia spp.

Rubi reina RR rojo-morado O. megacantha
Sandia TS rojo-morado O. streptacantha
Shidrikaja TRS rojo-morado 0. megacantha Salm-Dick
Torreoja TT rojo-morado O. megacantha

3.2.  Productos quimicos

Reactivos utilizados en la preparacion de las muestras y analisis de RMN de *H, asi

como la funcién: Fosfato monopotasico (KH2PO4 buffer (pH 6)

e Agua deuterada D20 (D, 99,9% en atomo) (Cambridge Isotope Laboratories,
Inc, USA), disolvente para el analisis de RMN H.

e Acido 3- (trimetilsilil) -1-propanosulfénico sédico (TSP, 97%) se utiliz6 como
estandar interno para referenciar el espectro de RMN de 1H a 0 y cuantificar
los metabolitos primarios.

e EDTA (&cido etilendiaminotetraacético), agente complejante agente
complejante de cationes como Ca*y Fe™.

e NaNs (Azida de sodio), conservador de la muestra.
3.3. Preparacion de la muestra

La preparacion de la muestra se realizo de acuerdo con Villa-Ruano et al., (2020),
se separo el mucilago de las semillas de la tuna hasta obtener 2 mL de jugo el cual
fue trasferido a un tubo Eppendorf. Las muestras se centrifugaron durante 10

minutos a 10,000 rpm. Posteriormente se mezclaron 545 pL del sobrenadante con
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60 pL de una solucion de buffer de KH2PO4 (90 mM) en D20, que contiene TSP a
una concentracion de 7 mM, EDTA con una concentracion de 10 mM y NaNs con
una concentracion de 2 mM en tubos de RMN de 5 mm para el andlisis de RMN de

'H y se agitaron en un vortex por 10 min.

3.4. Analisis de RMN H

Los espectros de RMN se obtuvieron en un espectrémetro de RMN Bruker de 17,6
T (750 MHz) equipado con una consola AVANCE Il operada por el software
TOPSPIN 3.7 y equipada a una criosonda TCI (Bruker Biospin, Rheinstetten,
Alemania). La adquisicion datos se realizé con la secuencia de pulsos NOESY
(noesyprld, siglas en inglés de Nuclear Overhauser Effect Spectroscopy,
Espectroscopia de Efecto Nuclear Overhauser) con presaturacion a 298.1 + 0.1 K.
Los parametros de adquisicion fueron los siguientes: tamafio del FID (siglas en
inglés de Free Induction Decay, Decaimiento Libre de la Induccién) de 65 K puntos
de datos y 128 escaneos, ancho espectral de 10 ppm, tiempo de adquisicion de 2,18
s, tiempo de relajacion de 10 s y una ganancia del receptor de 8 s. En los espectros
de RMN de 'H se ajusté la fase y la linea de base, se calibré la sefial del singulete
del metilo del TSP a 0.0 ppm utilizando el programa MestReNova (versién 6.0.2;

MestReC) (Villa, Perez, et al., 2019).

3.5. Identificacion del perfil de metabolitos

La identificacion del perfil de metabolitos primarios se realizo utilizando sefiales
caracteristicas de cada metabolito y comparandolas con Bases de datos de RMN

como Human Metaboloma Daba Base (http://www.hmdb.ca) y el Banco de datos
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de resonancia magnética biolégica (http://www.bmrb.wisc.edu). Se confirmaron la
asignacion de sefiales a través experimentos de RMN 1D y 2D de una muestra

representativa. La cuantificacion de metabolitos se realizé con gNMR.

3.6. Analisis estadistico

Las concentraciones obtenidas se sometieron a un analisis multivariado mediante
el software SIMCA (v 13.0.3, Umetrics, Umea, Suecia). Los datos se normalizaron
usando una funcién logaritmica y se ampliaron usando UV. Se realiz6 un andlisis de
componentes principales (PCA) para la descripcion general de los datos y deteccién
de valores atipicos. Los datos se modelaron con el método supervisado de analisis
de discriminacion de minimos cuadrados parciales (PLS-DA) que ayuda a mejorar
la distribucién y la separacién de los grupos de estudio y encontrar las variaciones
metabdlicas en las accesiones de tuna. La calidad del modelo se describi6 por los
parametros de R? y Q?, donde Q? nos indica la relevancia predictiva cuando Q2 >
0.5 se considera como un buen modelo y R? es el coeficiente de determinacion,
entre mas cercano a 1, el ajuste lineal es mejor segun Henseler et al., (2009)

Se utilizé un disefio experimental completamente al azar, mediante un analisis de
varianza (ANOVA) y una prueba de comparaciones de medias multiples de Tukey

con un p < 0.05 mediante el programa SAS system for Windows version 4.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

Mediante el andlisis de RMN de 'H se detectaron un total de 40 metabolitos como
carbohidratos, aminoacidos, aminoacidos aromaticos, acidos organicos,
compuestos volatiles y nucledsidos. En la figura 1A se muestra un espectro
representativo de los metabolitos encontrados en tuna. En la primera region de 0.8
a 3.0 ppm fueron identificados principalmente aminoacidos y acidos organicos: de
0.8 a 1.0 ppm se identificaron 2-Oxocaproato, leucina, isoleucina y valina; de 1.1 a
1.5 ppm se encontrd etanol, fucosa, treonina, acido lactico, 2-hidroxyisobutirato y
alanina, de 1.8 a 2.4 ppm encontramos GABA, acido acético, prolina, glutamina,
metionina y de 2.4 a 3.0 ppm encontramos sefales caracteristicas de acido citrico,
acido malico, acido succinico, acido aspartico y asparagina (Figura 1B). En la
segunda regién de a 3.0 a 5.5 ppm, se encuentran sefiales mas intensas
principalmente de azucares, donde predomina la glucosa y fructosa, ademas se
encuentran otros metabolitos como sacarosa y galactosa xilosa, colina y mio-inositol
(Figura 1C). En la regién de 5.5 a 9.0 ppm encontramos sefiales de aminoacidos
aromaticos como: tirosina, fenilalanina, triptéfano, histidina; algunos acidos como:
acido aconitico, acido fuméarico, acido férmico y nucledsidos como: citidina,
guanosina, uridina, adenosina y adenina, ademas de histidina (Figura 1D). En el
cuadro 2 se muestra la completa asignacion de las sefiales en el espectro de RMN

de H de los metabolitos identificados en las trece accesiones de tuna.
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Figura 1. Espectro de RMN de *H a 750 MHz del extracto acuoso de tuna 'Rubi reina'.

33



Cuadro 2: Completa asignacion de las sefiales en el espectro RMN de *H de los
metabolitos identificados en las trece accesiones de tuna.

Desplazamiento quimico (ppm), multiplicidad, J

Metabolito
(Hz)
Carbohidratos
1  Fructosa 4.0 (dd, J=12.7, 1.3 Hz)
2 Fucosa 1.24 (d, J=6.24 Hz)
3  Galactosa 457 (d, J=1.9 Hz)
4  Glucosa 3.23 (dd, J=9.4, 8.0 Hz)
5  Mio-inositol 3.26 (t, J=9.4 H2z)
6  Sacarosa 4.19 (d, J=8.8 Hz)
7  Xilosa 3.21 (dd), 3.29 (1)
Aminoécidos

Alanina 1.46 (d,J=7.2 H2)
9 Asparagina 2.84 (dd, J =16.9, 7.8 Hz), 2.94 (dd, J = 16.9, 4.2 Hz)
10 Acido aspartico  2.66 (dd, J=17.5, 7.4 Hz), 2.80 (dd, J = 17.5, 3.7 Hz)
11 GABA 2.29 (t, J =7.6 Hz), 3.00 (dd, J =16.9, 4.2 Hz)
12  Glutamina 2.10(m), 2.14 (m)
13 Histamina 8.45 (s)
14  Histidina 8.47 (s)
15 Isoleucina 0.92 (t, J=7.4 Hz), 0.99 (d, J=7.0 H2)
16 Leucina 0.94 (d, J=6.2 Hz), 0.95 (d, J=6.2 H2)
17 Metionina 2.12 (s)
18 Fenilalanina 7.31(d, J=7.5), 7.36 (m), 7.42 (t, J=7.5 Hz)
19 Prolina 1.97 (m), 2.05 (m), 2.33 (m)
20 Treonina 1.31 (d, J=6.6 Hz)
21  Triptofano 7.53 (d, J=8.3 Hz), 7.72 (d, J=8.2 Hz)
22  Tirosina 6.79 (d, J = 7.18 Hz), 7.13 (d, J = 7.18 Hz)
23 Valina 0.97 (d, J=7.0 Hz), 1.02 (d, J=7.0 Hz)

Acidos orgéanicos
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24  Acido acético 1.92 (s)

25 Acido citrico 2.58 (d, J=15.6 Hz), 2.71 (d, J=15.6 HZz)

26  Acido formico 8.43 (s)

27 Acido fumérico  6.51(s)

28 Acido lactico 1.31 (d, J = 6.6 Hz)

29 Acido malico 2.41 (dd, J = 15.5, 9.9 Hz), 2.69 (dd, J = 15.5, 3.2 Hz)
30 Acido succinico  2.45 (s)

31 Acido aconitico  6.14 (s)

Nucledsidos

32 Adenina 8.18 (s), 8.27 (s)

33 Adenosina 8.25 (s), 8.34 (s)

34 Citidina 7.84 (d,J=7.2 Hz)
35 Colina 3.18 (s)

36 Guanosina 7.99 (s)

37 Uridina 7.86 (d, J =8.1 Hz)

Otros
38 Etanol 1.17 (t, J=7.1 Hz)

39 Hidroxybutirato  1.36 (t, J=7.6 Hz)
40 Oxocaproato 0.86 (1), 1.53 (m)




En la figura 2, se encuentran los espectros de RMN de H del extracto acuso de las
trece accesiones de tuna. Algunas diferencias metabolomicas se pueden observar
a simple vista de acuerdo con la intensidad de las sefales, principalmente en los
aminoacidos aromaticos y acidos organicos, con esto podemos predecir las
diferencias entre las accesiones. En el cuadro 3 se describen las diferencias
estadisticas entre los metabolitos que fueron encontrados en las accesiones de
tunas, casi todos muestran diferencias estadisticamente significativas a excepcion
del triptéfano. Cabe resaltar que no se localizaron sefiales de algunos metabolitos
como la adenina, adenosina y citidina en las accesiones 'Carddn blanco' y 'Concha

de oro'.
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Figura 2: Espectro de RMN de 1H a 750 MHz de las trece accesiones de tuna.
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Cuadro 3: Metabolitos identificados en 13 accesiones de tuna. Letras diferentes entre las filas representa las diferencias

significativas con (p< 0.05) entre las variables de estudio.

Metabolito TCB TCO TV TZ TG TM TNL TRI TRP RR TS TRS 1T
Carbohidratos
1 Fructosa abc de bcde abcd ab bcde ab dce e dce ab dce a
2 Fucosa a bcde a de de e bc b bcd e dce e de
3 Galactosa a abcd dc d bcd bcd abc ab bcd dc abcd abc ab
4  Glucosa abcd e bcde cde abc abcd abcd de cde de a cde ab
5 Mio-inositol a dc d d abcd dc bcd bcd dc dc abc bcd ab
6 Sacarosa a o abc abc a abc a a abc abc a- ab bc
7 Xilosa a dc dc abcd abcd abc bcd dc dc ab abcd abc
Aminoécidos
8 Alanina a d b bcd b b b bcd b cd a cd b
Asparagina a bc bc bc bc bc cd abc bc c bc ab bc
10 Acido aspartico ab ed cde bcde bcde cde bcde a e edc abcde abc abcd
11 GABA abcd f a dec def abc abc ef ef  bcde ab f dec
12 Glutamina a cd bcd bcd bcd bcd b bcd bcd bcd bc bc d
13 Histamina a b ab ab ab ab ab ab ab b ab ab
14 Histidina a ef abc ab bcde bcde bcde def abcd @ ef a cdef
15 Isoleucina ab b ab b ab a ab ab b ab ab ab ab

38



16
17
18
19
20
21
22
23

24
25
26
27
28
29
30
31

32
33
34

Leucina
Metionina
Fenilalanina
Prolina
Treonina
Triptéfano
Tirosina

Valina

Acido acético
Acido citrico
Acido férmico
Acido fumarico
Acido lactico
Acido malico
Acido succinico

Acido aconitico

Adenina
Adenosina
Citidina

QY Y Y O

bc
bc

ab
bc

cdef

T 9 T o 9

cdef
edf

bcd
bcdef
bc

cde

cde

bc

bcd

bc

cde

defg

a a a a
cd d cd a
def cdfe a abcd

o c o ab
de de Abcd bcde

a a a a

e bc ed a

f bcde ab abcd

Acidos orgéanicos

c bc c bc
ab ab bc a
b b b b
ed abc a ab
c c c c
e e de a

def b cdef bcde
f bcd cdef abcd
Nucleosidos
b b b ab
b ab ab ab
cde a cdef cdef

a
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ef
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ed
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ab

def
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Guanosina

Hydroxybutirato
Oxocaproato

bcd cd a
abc a bcde
bc abc c
Otros
cd ed cd
bc bc bc
bcd cd abc




La tuna representa una fuente importante de aminoacidos ya que se pudieron
cuantificar 8 de los 9 aminoacidos esenciales, en este estudio no se pudo observar
la presencia de lisina, aunque hay autores como Jean Magloire Feugang et al.
(2006) y Daniloski et al., (2022) que han reportado la presencia de este amino&cido
en frutos de tuna. Compuestos como la histamina, asi como la presencia de 4cido
férmico y &cido aconitico no habian sido anteriormente reportados en frutos de

Opuntia.

4.1. Analisis estadistico

Se realiz6 un analisis estadistico multivariado, iniciando con el método no
supervisado PCA seguido del método supervisado OPLS-DA. El modelo PCA se
construyé para tener una vision general del comportamiento de los datos y para
identificar valores atipicos. En la figura 2A, se observa el grafico de puntuaciones
del analisis de PCA, el cual esta definido por el Componente principal 1 (PC1) en
un 30.8 % y por el Componente principal 2 (PC2) en un 14.7%, con este modelo no

se observa una clara separacién entre los grupos.

Por otro lado, el analisis de OPLS-DA (Figura 3) donde se utilizé informacion sobre
la clasificaciébn de las muestras, permiti6 obtener un mejor agrupamiento de las
accesiones de tuna con respecto a la pigmentacion. El ajuste del modelo fue
corroborado por los valores de R2X = 0.597, R?Y = 0.618, y Q% = 0.521. Aunque los
valores Q indican un buen ajuste del modelo, los valores de R? indican una precision

moderada, y a pesar de que podemos ver un agrupamiento de las accesiones por
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sSu pigmentacion, no es clara la separacion entre los grupos por lo que este analisis

no es el adecuado para explicar los variables diferenciales.
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Figura 3. A) Gréfico de puntuaciones para el modelo PCA. B) Grafica de puntuaciones del
OPLS-DA para la discriminacion intergrupal de las 13 accesiones de tuna.

4.1.1. Accesiones verdes-blancas

En el grafico de puntuaciones del analisis de PCA de las accesiones de tuna con
pigmentacion Verde - Blanca, se observa la presencia de dos outliers, no hay una
clara separacion de los grupos. La variabilidad del modelo se explica por el PC1 en
un 47.7 % y por el PC2 21.3% (Figura 4). El analisis de OPLS-DA mostr6 una clara
separacion de las accesiones Verdes - Blancas por el componente principal 1, se
observa la formacién de 2 grupos, el Grupo A formado por 'Concha de Oro', 'Zarca'
y 'Vaquera' y en el Grupo B se encuentra la accesion 'Cardon Blanco' (Figura 5).
Los valores estadisticos indican un buen modelo (de R2X = 0.849, R2Y = 0.947, Q3

= 0.869).
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Figura 4. Grafico de puntuaciones de Andlisis de componentes principales de las 4
accesiones de pigmentacion Verdes-Blancas. B) Grafico de puntuaciones OPLS-DA de 4
accesiones de pigmentacion verde-blanca.
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Los principales metabolitos responsables de las diferencias entre las accesiones de

tuna Verdes - Blancas se muestran en el diagrama de cargas, que se obtuvo a partir

del analisis de OPLS-DA, en general se puede observar que el grupo B, formado

por la accesion 'Carddén Blanco' tiene una mayor concentracién de los metabolitos

(Figura 5).
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Figura 5. Diagramade dispersion de cargas del modelo OPLS-DA de las accesiones de
pigmentacion verde-blanco. La escala de colores representa el valor de la variable de
importancia de proyeccién (VIP) de los metabolitos con una mayor contribucion del

modelo OPLS-DA.

Los principales metabolitos responsables de las diferencias entre las accesiones de

tunas Verdes - Blancas se muestran en el diagrama VIP (Variables de Importancia

en la Proyeccion, VIP = 1), que se obtuvo a partir del modelo OPLS-DA. De acuerdo
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con este modelo los metabolitos diferenciales fueron fucosa, etanol, GABA, acido
lactico, acido succinico (Figura 6). La fucosa fue el principal metabolito diferencial
entre las accesiones de tunas Verdes — Blancas, se encuentra en mayor
concentracion en las accesiones 'Cardon Blanco' y 'Concha de Oro', el 4-
aminobutyrato también se encuentra en mayor concentracion también en estas dos
accesiones. El etanol y acido succinico se encuentra en mayor concentracion en las
accesiones 'Cardon Blanco', 'Concha de Oro' y 'Vaquera'. Interesantemente, el
acido lactico se encuentra en muy alta concentracion en la accesion 'Concha de

Oro' (Figura7).
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Figura 6. VIP generado del modelo de OPLS-DA de las accesiones de pigmentacion

verde-blanco (VIP > 1).
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Figura 7. Abundancia relativa de metabolitos basada en el &rea media del pico de las
sefales asociadas de espectros de RMN 1H de 750 M--Hz (n= 10) de las accesiones de
pigmentacion verde-blanco.

La presencia de monosacéaridos como fucosa, galactosa y xilosa ha sido reportada
por diferentes investigadores como constituyentes principales de los mucilagos en
frutos, cascaras de frutos y cladodios de Opuntia, los mucilagos ademas estan
constituidos por otros residuos de azucar como arabinosa, ramnosa, glucosay acido
galacturénico (de Andrade Vieira et al., 2021; di Lorenzo et al., 2017; Gheribi et al.,
2019b). Estudios sugieren que los mucilagos de Opuntia tienen propiedades en la
salud humana, relacionadas con la cicatrizacion de heridas, efectos antiulcerosos,
tienen propiedades prebidticas entre otros (da Silveira Agostini-Costa, 2022).

El GABA es un aminoacido no proteinico, ha sido reconocido como un importante

neurotransmisor inhibitorio en el sistema nervioso central, desempefiando un papel
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clave en el mantenimiento de la salud mental (Katsuno et al., 2015). Ademas, ejerce
una serie de funciones fisiolégicas que incluyen bajar la presion arterial, mejorar la
memoria, inhibir la proliferacion de células cancerosas, mejorar la inmunidad,

reducir el insomnio y otras (Pu et al., 2019).

Con la informacion obtenida podemos deducir las preferencias hacia las tunas de
pigmentacién verde-blanca debido la presencia de &cidos organicos, azucares y
compuestos volatiles como variables de mayor importancia ya que tiene un efecto
muy importante sobre la calidad, sabor y el aroma, debido a que son responsables
de su acidez que es uno de los principales indices de maduracién (Walker &
Famiani, 2018), aunque cabe resaltar la presencia de los aminoacidos que

proporcionan un importante beneficio nutricional.
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4.1.2. Accesiones naranajas-amarillas

El analisis de componentes principales (PCA) de las accesiones de tuna con
pigmentacién Naranjas - Amarillas esta definido por el primer componente principal
(PC1) represento el 36.3 % de la variabilidad y el segundo componente principal
(PC2) represento el 25.0 % de la variabilidad (Figura 8A). Este modelo nos permite
ver el agrupamiento de las diferentes accesiones, pero no observamos una clara
separacion de los grupos. El modelo OPLS-DA dio altos valores estadisticos de R2X
(cum) = 0.803, R?Y (cum) =0.962 y Q2 = 0.933, lo que nos indica un buen ajuste del
modelo. Se observa la formacién de dos grupos, el Grupo A esta formado 'Amarillo
Chachiquehuite' y 'Naranja Legitima' y en el Grupo B solo encontramos la accesion

'Amarillo Monteza' (Figura 8B).
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Figura 8: A) Grafico de puntuaciones de PCA de 3 accesiones de pigmentacion Naranjas

- Amarillas B) Grafico de puntuaciones OPLS-DA de 3 accesiones de pigmentacion
naranja-amarillo.
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El diagrama de cargas generado del modelo OPLS-DA (Figura 9) nos indica los
metabolitos discriminatorios en las especies de estudio, la mayoria de los
metabolitos se concentran hacia el Grupo A, formado por las accesiones 'Amarillo
Chachiquehuite' y 'Naranja Legitima', aunque cabe destacar que los metabolitos
diferenciales de la accesion 'Amarillo Monteza', a excepcién del &cido fumarico son

aminoacidos, lo que le da un mayor aporte proteico.
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Figura 9. Diagrama de cargas del modelo OPLS-DA de las accesiones de pigmentacion naranja-
amarillo.

En la Figura 10A observamos el diagrama VIP (Variables de importancia en la
proyecciéon, VIP = 1) para las accesiones de pigmentacién naranja-amarillo son
acido malico, metionina, citidina, fucosa, tirosina y GABA, estos compuestos se
encuentran en mayor concentracion en la accesion naranja legitima a excepcion de

la citidina que se concentra mas en la tuna 'Amarilla Chachiquehuite' (Figura 10B).
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Figura 10. A) VIP generado del modelo de OPLS-DA (VIP > 1). B) Abundancia relativa de
metabolitos basada en el area media del pico de las sefales asociadas de espectros de
RMN 1H de 750 M--Hz (n= 10) de las accesiones de pigmentacion naranja-amarillo.
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La importancia de acido malico como la variable de mayor importancia de las
accesiones de pigmentacion naranjas-amarillas es la interaccion que tiene con
diversas rutas metabdlicas, ya que puede estar involucrado directamente en
procesos como el ciclo de Krebs (respiracion). Los acidos del ciclo de Krebs
identificados en los frutos de tuna como el acido succinico, aconitico, fumarico, y
citrico al igual que otros acidos pueden proporcionan precursores para otras rutas
como en la gluconeogénesis, fermentacion a etanol, sintesis/interconversion de
aminoacidos y como sustrato para la produccion de metabolitos secundarios tales
como pigmentos (Famiani et al., 2015a). El metabolismo del malato y el citrato esta
intimamente relacionado con el de los aminoacidos y las amidas, y una de las
razones es que los esqueletos de carbono de muchos compuestos nitrogenados se
sintetizan a partir de estos acidos organicos (Walker & Famiani, 2018). También
cabe sefalar la importancia nutrimental de los aminoacidos como metionina, esté
se clasifican dentro de los aminodcidos esenciales ya que no somos capaces de
sintetizarlos y deben ser aportados por la dieta y la falta de consumo de estos
aminoacidos puede dar lugar a diferentes tipos de desnutricion. Los aminoacidos,
desde un punto de vista biolégico, son los elementos componentes de la estructura
proteinas y éstas a su vez son las estructuras que componen cualquier tejido vivo,
Su presencia es tan relevante, que se les conoce como los constructores de la vida
(Morales et al., 2017). De igual forma los aminoacidos cumplen importantes
funciones, entre ellas su intervencion en el funcional metabolismo energético, y su
accion antiestrés minimizando los efectos nocivos que provocan ciertas

enfermedades (Famiani et al., 2015b). Los aminoacidos también son precursores o
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estan involucrados en la estructura de compuestos secundarios como las
betalainas, estas resultan de la conjugacion del acido betalamico con diferentes
aminoacidos proteicos 0 no proteicos y aminas biogénicas, dentro de los
aminoacidos que se ha reportado se encontramos en la estructura de las betalainas
estd la metionina, GABA, tirosina, fenilalanina, prolina, triptéfano, treonina,
metionina, alanina, y el &cido aspértico (Amaya-Cruz et al., 2019; Gandia-Herrero &

Garcia-Carmona, 2013).
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4.1.3. Accesiones rojas-moradas

Para el analisis de las 6 accesiones de pigmentacion rojo - morado, en modelo de
PCA lavarianza es de 27.9 % en PC1 mientras que en PC2 es de 19.4 %, mostrando
un 47.3 % de varianza total, este modelo es notable la separacion de la accesion
'Rojo Insurgentes' (Figura 11A). Para obtener una mejor discriminacién entre las
seis accesiones se realizé el andlisis de OPLS-DA (Figura 13), confirmando la
separacion la separacion de la accesion 'Rojo Insurgentes' del resto de las
accesiones, los valores estadisticos fueron los siguientes: R2X =0.801, R2Y = 0.705

y Q2 = 0. (Figura 11B).
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Figura 11: A) Gréfico de puntuaciones del modelo PCA de 6 accesiones de pigmentacion
Rojo- Morado. B) Grafico de puntuaciones del modelo OPLS- DA de 6 accesiones de
pigmentacion rojo- morado.

Los metabolitos responsables de la varianza se han representado en el gréfico de
cargas del OPLS-DA (Figura 12), los principales metabolitos diferenciales de la
accesion Rojo insurgentes son acido lactico, &cido acético, metionina, 2-

hidroxisobutirato y etanol.
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Figura 12. Diagrama de cargas del modelo OPLS-DA de las accesiones de pigmentacién
rojo-morado. La escala de colores representa el valor de la variable de importancia de
proyeccion (VIP) de los metabolitos con una mayor contribucion del modelo OPLS-DA de
las accesiones de pigmentacion rojo-morado.

En la figura 13 se muestran las variables de mayor importancia en las tunas de
pigmentacion rojo-morado fueron tirosina, &cido aconitico, histidina, galactosa,
citidina, GABA y prolina. La diferencia principal que podemos observar en las
variables de mayor importancia es la ausencia de citidina en la accesién Rojo
insurgentes y mayor contenido de acido aconitico y tirosina. La accesion Torreoja
presenta mayor contenido de Histidina, GABA aunque la concentracion de aconitico
y galactososa no mostraron diferencias significativas. La accesion Rubi reina mostro
menor contenido de tirosina, galactosa al igual que menor contenido de histidina y

acido aconitico (Figura 14)
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Figura 14. Abundancia relativa de metabolitos basada en el area media del pico de las
sefales asociadas de espectros de RMN 1H de 750 M--Hz (n= 10) las accesiones de

pigmentacion rojo-morado.
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La importancia de la tirosina como biomarcador de las especies de pigmentacion
Roja-Morada radica en los beneficios que proporcionan el consumo de estos
nutrientes ya que son importantes para el crecimiento humano y la salud. Si bien la
tirosina como aminoacido aromético nos da indicios del potencial funcional de los
frutos de pigmentacién rojo-morado, ya que es un precursor de la biosintesis de
compuestos funcionales (Grutzner, et al., 2021), Las betalainas son metabolitos
secundarios derivados del aminoacido L-tirosina que proporcionan la pigmentacion

a las tunas (Gandia-Herrero & Garcia-Carmona, 2013).

En cuanto a los nucledsidos es importante recordar que son los componentes
bésicos del ADN y el ARN y de muchas moléculas que son fundamentales para el
metabolismo, por ejemplo, ATP, NADH, Co-A y UDP-Glc, son nucleétidos o

contienen restos de nucleotidos (Claus-Peter Witte & Marco Herde, 2020).
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5. CONCLUSIONES
Se identificaron 40 compuestos en los frutos de Opuntia con el equipo de RMN entre

carbohidratos, aminoacidos, acidos organicos y nucledsidos

Se lograron identificar los metabolitos discriminantes para los metabolitos
discriminantes para las diferentes pigmentaciones de tuna, para las accesiones de
pigmentacién verdes-blancas fueron fucosa, etanol, gaba, acido lactico y acido
succinico, para las de pigmentacién naranja- amarilla fue acido malico, metionina,
citidina, fucosa, tirosina y para las de pigmentacion tirosina, acido aconitico,

histidina, galactosa, citidina.

Con la comparacion de las diferentes accesiones analizadas en este estudio
podemos decir que el fruto de la tuna independientemente de su pigmentacion
mostrd importantes propiedades nutricionales, con interés biolégico que traen
beneficios a la salud ademas pueden ser una fuente potencial de ingredientes

funcionales y nutracéuticos.
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CAPITULO Il

COMPUESTOS BIOACTIVOS Y ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE EN FRUTOS DE
ACCESIONES TUNAS DE PIGMENTACION VERDE, AMARILLA Y ROJA.

RESUMEN

Los frutos de Opuntia representan una fuente importante de compuestos bioactivos
que tienen una importante actividad biolégica. El objetivo de esto trabajo fue
cuantificar los compuestos bioactivos y actividad antioxidante en doce accesiones
de tuna con diferente pigmentacion. Los frutos de tuna fueron cosechados en
madurez comercial en el Repositorio Nacional de Opuntia en el Estado de
Zacatecas, las variables evaluadas fueron; fenoles totales, flavonoides totales,
betalainas y acido ascorbico. Se utilizé un disefio experimental completamente al

azary la prueba de comparaciones multiples de medias de Tukey con una P = 0.05.

La accesién 'Naranja legitima' (naranja-amarilla) que presento mayor actividad
antioxidante por el método de DPPH y también mostro la mayor cantidad de
compuestos fendlicos, y bentaxantinas. La accesiéon 'Concha de Oro' (verde-blanca)
mostré la mayor actividad antioxidante por el método ABTS y el mayor contenido de
acido ascorbico. Y las accesiones 'Rojo insurgentes' y 'Rojo papas' fueron la que

tuvieron mayor contenido de flavonoides totales y betacianinas.
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1. INTRODUCCION

Opuntia es una planta que crece en regiones silvestres, aridas y semiaridas, estas
plantas representan una valiosa alternativa para el desarrollo agricola en regiones
secas, juegan importantes roles socioeconémicos y ecoldgicos ya que se utiliza para
consumo humano, como forraje para el ganado, para el control de la erosion y para
combatir la desertificacion (Ahmed Sidra Nisarand et al., 2021; Mazri, 2021; Pinedo-
Espinoza et al., 2017). La composicidon quimica y las propiedades de los frutos de
Opuntia han atraido la investigacion y el interés comercial ya que sus especies son
ricas en fitoquimicos, nutrientes y compuestos bioactivos. Varios de estos
constituyentes han revelado caracteristicas antiinflamatorias, antioxidantes,
antibacterianas, anticancerigenas, antiaterosclergticas, antidiabéticas, neurolégicas
y protectoras del intestino que pueden ser de interés para la industria alimentaria,
cosmeética y farmacéutica (da Silveira Agostini-Costa, 2022; Valero-Galvan et al.,
2021). El género Opuntia se caracteriza por muchas especies y genotipos con alta
similitud morfolégica entre muchos de ellos y las caracteristicas fisicoquimicas y
fitoquimicas, varian enormemente dependiendo del cultivar,
genotipo/accesién/ecotipo y la ubicacidén geogréfica del cultivo (Mazri, 2018). Por lo
que la caracterizacibn méas precisa nos ayuda a identificar la utilizacion mas
adecuada segun las especies y cultivares, debido a que actualmente a pesar de la
amplia diversidad genética, las especies se encuentran infrautilizadas. Por lo que el
presente trabajo tiene como objetivo caracterizar los compuestos bioactivos y
actividad antioxidante de 12 accesiones de tuna con diferente pigmentacion

cultivadas en la misma region, e identificar cual tiene mayor actividad biologica.

62


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/opuntia
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/phytochemical
https://www.sciencedirect.com/topics/food-science/bioactive-compound

2. OBJETIVO

Evaluar los compuestos bioactivos y la actividad antioxidante in vitro en accesiones

de tunas de pigmentacién verde, amarilla y roja.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Material vegetal

Doce accesiones de frutos de tunas (Opuntia spp) rojas-morado, haranjas- amarillas
y verdes-blancas (Cuadro 1), fueron cosechadas con un indice de madurez
comercial en el Repositorio Nacional de Opuntia, en el Centro Regional Universitario
del Centro Norte (CRUCEN-Zacatecas) de la Universidad Autonoma Chapingo,
ubicado en Zacatecas, Zacatecas, México, a 22 ° 44 '49.6' ' latitud norte y 102 ° 46'
28.2 " longitud oeste, a una altitud de 2,296 metros sobre el nivel del mar. Su clima
se clasifica como BS1kw (w), que corresponde a un clima seco, el menos seco de
los BS, con una temperatura media anual que oscila entre 12 y 18 °C, y una
precipitacion media anual de 472 mm. La mayor parte de la precipitacion (65%) se
encuentra a partir de junio a agosto. Los frutos cosechados fueron trasladados al
Laboratorio Postcosecha del Instituto de Ciencias Agropecuarias (ICAP) de la
UAEH, donde se seleccionaron aquellos que estuvieran libres de plagas y dafios
mecanicos, posteriormente se lavaron con agua destilada para eliminar las

gloquidias y se mantuvieron en refrigeracion a 4+ 1 °C hasta su analisis.

Cuadro 1: Clasificacién de las accesiones de tuna.

Accesion Color Clasificacion taxondmica
Carddn blanco verde-blanca O. streptacantha

Concha del oro verde-blanca Opuntia spp.

Vaquera verde-blanca O. albicarpa

Zarca verde-blanca Opuntia spp.

Amarilla chachiqueguite naranja-amarilla  Opuntia spp.

Naranja legitima naranja-amarilla  Opuntia spp.

Rojo insurgente rojo-morado O. megacantha Salm-Dick
Rojo papas rojo-morado Opuntia spp.

Rubi reina rojo-morado O. megacantha
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Sandia rojo-morado O. streptacantha
Shidrikaja rojo-morado O. megacantha Salm-Dick
Torreoja rojo-morado 0. megacantha

3.2.  Productos quimicos

Adquirimos fenolftaleina adquirida de laboratorios Hycel de México, S.A. de C.V.
(México, D.F., México), hidroxido de sodio (NaOH), carbonato de sodio anhidro y
tricloruro de aluminio, adquiridos de J.T. Baker S.A. de C.V. (Avantor Performance
Materials, Center Valley, Pennsylvania, EUA), acido galico, quercetina, 2,2’-difenil-
1- picrilhidrazilo (DPPH), 2,2'-azino-bis (4cido 3-etilbenzotiazolin-6-sulfénico)
(ABTS), Trolox (4cido 6-hidroxi- 2,5,8-tetrametilcromano-2-carboxilico) y reactivo de
Folin- Ciocalteau, adquiridos de Sigma-Aldrich Quimica S.A. de C.V (San Luis
Missouri, EUA), alcohol metilico, etanol adquiridos de Quimica Meyer (Quimica
Suastes S.A. de C.V. Tlahtac, México, D.F., México), acido tricloroacético fue
adquirido en Macron (Avantor TM Performance Materials, Inc. 3477 Corporate
Parkway, Surte 200, Center Valley, PA., 18034, EE.UU.) y persulfato de potasio
adquirido de laboratorios Reasol S.A. de C.V. (Tecamac, Edo de México, México).
Como fase estacionaria para la separacion cromatografica se utiliz6 Sephadex LH-
20, polimero de sacarosa (Dextrano hidroxipropilado y entrecruzado que produce

una red polisacarida), con un limite de exclusion de 4 x10 3 hasta 5 x 10 3 Daltons.

3.3. Parametros fisicoquimicos

Los didmetros polar y ecuatorial se midieron mediante un vernier digital marca
Mitutoyo, 500, Japdn. El peso del fruto se determind mediante una balanza digital

de precision 0.01 g (Ohaus Pro, modelo Scout Pro SP2001). Para la determinacién
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de sdlidos solubles totales (SST), expresados en grados Brix (°Bx) utiliz6 un
refractometro digital (ATAGO PR-101, CO LTD, Japon) (AOAC, 2019). El pH se
midi6 mediante un potencidémetro (marca Hanna Instrumenst Modelo HI 2211,
Rumania). Para la determinacion de acidez titulable se molieron 10 g muestra y se
le agreg6 50 mL de agua destilada. Se tomaron 10 mL de la mezcla anterior y se
adicionaron 3 gotas de azul de bromotimol al 1%, posteriormente se titulé6 con NaOH
0.1N. El porcentaje de acidez se determin6 mediante la siguiente férmula de

acuerdo al método de la (AOAC, 2019):

Ecuacion 1

(mL NaOH )(N)(meq) (VT)(100)
Ag

% de acido citrico =

Donde:

mL NaOH: mililitros de hidroxido de sodio gastados en la titulacion
N: Normalidad del hidroxido de sodio

meq: Miliequivalentes del acido citrico (0.064)

VT: Volumen de la muestra preparada.

A: Alicuota tomada para la medicién

g: Peso de la muestra.

3.3.1. Color

La determinacion de color se realizé6 mediante un colorimetro (MINOLTA CM-508d,
Japon), se midieron los parametros L*, a* y b* de la Comision Internacional en

lluminacién (CIE). Donde L*es la luminosidad o brillo de la superficie y va de 0
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(negro) a 100 (blanco). Los otros dos ejes de coordenadas son a* y b*, y representan
variacion entre rojo-verde, y amarillo-azul, respectivamente. Las mediciones se

realizaron directamente sobre la superficie de los frutos. Con los valores de L*, a*y

1
b* se calculé Croma (C*), C = (a® + b?)z que representa el indice de saturacion,

y el angulo de tono (h°) = tan ~*(a/b) (Mcguire, 1992).

3.4. Contenido de compuestos bioactivos

Se peso 1.5 g de pulpa fresca, y se le agregd metanol al 80%. Posteriormente la
mezcla fue ultrasonicada a 40 Khz durante 15 minutos a 20 °C. Posteriormente las
muestras se centrifugaron a 10 000 x g por 10 min a 4 ° C. El sobrenadante se utilizd

para determinar los ensayos de DPPH, ABTS fenoles y flavonoides totales.

3.4.1. Contenido de betalainas

Se determind el contenido de betacianias y betaxantinas con el método propuesto
por Stintzing F. et al., (2003). Se pes6 pulpa de tuna fresca, y se les agregd 10 mL
de metanol al 50%. Luego se ultrasonicaron durante 15 min a 20 °C. Posteriormente
las muestras se centrifugaron a 10 000 x g por 10 min a 4 ° C. Para medir el
contenido de betalainas se tomaron 2 mL del sobrenadante y se midid la
absorbancia a 537, 476, 600 nm. Para las tunas de color rojo-morado se hizo una

dilucion del sobrenadante con metanol al 50% en una relacién 1:1 (v:v).

El contenido de betacianinas y betaxantinas se calculd con la formula:

Ecuacion 2
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m
Betacianinas o betaxantinas <?g> =(A-FD-PM-V)(e- D1

Donde:

A= Absorbancia

FD = Factor de dilucion;

PM = Peso molecular (betacianina: 550 g mol-1, betaxantina: 308 g mol-1;
V = Volumen del extracto (mL);

¢ = Coeficiente de extincidn molar (betacianina: 60 000 L mol-cm-1; betaxantina:

48,000 L mol-cm1;
P = Peso del tejido;

| = Longitud de la celda (1 cm).

3.4.2. Contenido de fenoles totales

Se determiné el contenido de fenoles totales segun el método de Folin-Ciocalteu
(Waterman & Mole S., 1994). Se prepardé una solucién con el reactivo de Folin-
Ciocalteu al 50 % en agua destilada y se prepar6 una solucién de Carbonato de
Sodio (Na,CO3) al 7.5 % en agua destilada. Posteriormente se mezclaron una
alicota del sobrenadante, 1.5 mL de Na,CO3, 0.5 mL de Folin-Ciocalteu y 2.5 mL de
agua destilada. Esta mezcla se dejé reaccionar en oscuridad durante 1 horay se

midio la absorbancia a 725 nm usando un espectrofotdbmetro. Se prepard una curva
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de calibracion usando &cido gélico como estandar y los resultados se expresan

como mg equivalentes de acido galico (GAE) g peso fresco (FW).

3.4.3. Contenido de flavonoides totales

El contenido de flavonoides totales se determind de acuerdo con al método descrito
por Arvouet-Grand et al., (1994) con ligeras modificaciones; Se prepararon las
soluciones descritas a continuacién: Tricloruro de Aluminio (AICI3) al 2% en agua
destilada Nitrato de Sodio (NaNO2) al 5% en agua destilada e Hidroxido de Sodio (1
M) en agua destilada. Se mezclaron una alicota del sobrenadante la muestra, 2 mL
de H20 destilada, 0.15 mL de NaNO:z al 5%, después se agreg6 0.15 mL de AlIClz y
por ultimo 1 mL de NaOH (1 M), se dejo reposar durante 20 min en la oscuridad y
se midio la absorbancia a 415 nm usando un espectrofotometro (Jenway 6715
UV/VIS, Jenway Techne Inc. EE. UU.). Se prepard una curva de calibracion (0-40
mg/L) utilizando quercetina como estandar. Los resultados se expresan en mg

equivalentes de quercetina (EQ) 100 g de peso fresco (FW).

3.4.4. Contenido acido ascorbico
La determinacion de vitamina C se realiz6 de acuerdo con el método descrito por
Durust et al., (1998). Se peso6 1.5 g de la pulpa de tuna fresca, se le agrego 10 mL
de acido oxalico 0.4 % y se ultrasonicaron durante 15 min a 20 °C. Después se
centrifugaron a 10 000 x g por 10 min a 4 ° C. Posteriormente se mezclé 0.25 mL
del sobrenadante con 0.25 mL de solucion buffer de acetato de sodio (300 g de
acetato de sodio anhidro + 700 mL de agua destilada + 1,000 mL de acido acético

glacial) y 2 mL de solucién 2,6 - dicloroindofenol (12 mg de sal 2,6 dicloroindo-fenol
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en 1,000 mL de agua destilada). La absorbancia de esta mezcla fue leida por
espectrofotometria a una longitud de onda de 520 nm. El contenido de vitamina C
se calculé utilizando una curva estandar realizada con &cido ascorbico. La
concentracion de vitamina C se reporta como mg de acido ascorbico/g de peso

fresco.

3.5. Evaluacion de la actividad antioxidante por ABTS y DPPH

La capacidad de captacion de radicales fue determinada por el Ensayo ABTS
descrito por Re et al., (1999). Se preparo una soluciéon acuosa de ABTS 7 mM se
mezcld con una solucion acuosa de persulfato de potasio 2,45 mM a una relacion
1: 1 (v:v). Esta mezcla se dej6 en la oscuridad bajo constante agitacién durante 16
h con el fin de producir el radical ABTS (ABTS™*). Posteriormente la solucién que
contiene ABTS* se mezclé6 con metanol al 80% hasta alcanzar un valor de
absorbancia de 0,700 + 0,02 a 754 nm. Luego se mezclé una alicota del
sobrenadante de la pulpa del fruto con 3.9 mL de ABTS* diluido. Esta mezcla se
dej6 reposar en oscuridad durante 6 min y se midio la absorbancia a 754 nm. Se
utilizé Trolox como estandar preparando una curva estandar (Trolox 0-15 mM). Los
resultados se expresan como capacidad antioxidante equivalente de Trolox (TEAC)

en uM Trolox equivalente (TE) 100 g fresco peso (FW).

La capacidad de captacién de radicales se realiz6 por el Método DPPH descrito por
Brand-Williams et al., (1995). Se prepar6 una solucion del radical de DPPH a 6X10°
My se dejo reposar 2 h bajo constante agitacion en oscuridad. Se mezclé una alicota

del sobrenadante previamente obtenido con 2.7 mL la solucién DPPH (), La mezcla
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se dej6 reposar en oscuridad por 1 h a 4 °C y se midi6 la absorbancia a 517 nm. Se
utilizard Trolox como estédndar, y los resultados se expresan en mmol de

equivalentes de Trolox (TE) 100 g* peso fresco (FW).

3.6. Anaélisis estadistico

Se realizd6 un disefio experimental completamente al azar, los resultados de
analizaron mediante un andlisis de varianza (ANOVA) y una prueba de
comparaciones de medias multiples de Tukey con un P< 0.05 mediante el programa

SAS system for Windows version 4.

Sé realizo un Andlisis de componentes principales mediante el programa JMP Pro

Statistical Discovery version 14
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4. RESULTADOS Y DISCUCION

4.1. Parametros fisicoquimicos

Los parametros de longitud polar, diametro ecuatorial y peso, de las tunas
analizadas se presenta el cuadro 2. Respecto a la longitud polar de las accesiones
de tunas vario de 57.73 a 93.86 mm, se observé que los frutos de mayor longitud
fueron las tunas de pigmentacion amarilla-naranja, los frutos de tuna 'Zarca'y 'Rubi’
reina de pigmentacion verde-blanca y roja-morada respectivita, mientras que la tuna
de menor longitud fue 'Rojo papas' (rojo-morada). La longitud de las tunas
analizadas presenta valores similares a los reportados por Kharrassi et al., (2016)
en frutos Opuntia ficus indica y Opuntia megacantha, las cuales tienen una

pigmentacién amarillo-naranja

En cuanto al diametro ecuatorial 'Naranja legitima' fue la accesion que present6
significativamente el mayor diametro ecuatorial, seguido de las tunas verde-blanco
'Zarca' y 'Vaquera'. Por otro lado, las tunas que presentaron un menor didmetro
ecuatorial fueron las de pigmentacion rojo-morada ('Rojo insurgente', 'Rojo papas'y
'Rubi reina'). La longitud polar y el didmetro ecuatorial estan muy relacionados con
el peso de los frutos, de tal forma que las accesiones con mayor peso fueron las
tunas de pigmentacion amarillo-naranja y 'Zarca' de pigmentacion verde-blanco,
mientras que las accesiones con menor peso se encontraron en diferentes tunas
rojo-morado. De acuerdo con Amani et al., (2019), la longitud y el peso del fruto
varia significativamente segun la especie, la accesiéon y el origen geogréfico de la

planta. Jiménez-Aguilar et al., (2015), reportan valores menores a los encontrados
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en este trabajo en frutos de Opuntia ficus-indica cultivados en la zona centro de
México. La longitud polar, diametro ecuatorial de los frutos, el peso de la cascara 'y
el peso de la pulpa, tienen implicaciones esenciales en la comprension del estado
boténico y taxondémico, y ayuda a resaltar un nivel bastante alto de diversidad (Cota-
Sanchez, 2016; Mazri, 2021; Amani et al., 2019). De tal forma que en este estudio
encontramos que las tunas de pigmentacién amarillo-naranja son frutos de mayor

tamafio, en comparacion con los rojo-morado.
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Cuadro 2: Parametros de peso, diametro polar y diametro ecuatorial de doce accesiones de tuna (Opuntia spp.).

Accesiones de tuna

Longitud polar
(mm)

Diametro ecuatorial

(mm)

Peso

(9)

Pigmentacién verde-blanca

Cardoén blanco (O. streptacantha)

67.85 + 3.89%¢

55.49 + 1.93bc

102.31 + 8.02de

Concha del oro (Opuntia spp) 79.63 £ 4.88bc 50.54 + 2.53e 97.92 £ 9.17de
Vaquera (O. albicarpa) 72.54 £ 3.05de 57.88 £ 1.45b 111.31 £ 7.34cd
Zarca (Opuntia spp) 89.83 + 2.09a 58.34 + 1.96b 137.36 + 18.03b
Pigmentacién amarilla-naranja
Amarilla chachiqueguite (Opuntia spp). 93.86 + 5.08a 54.14 +6.07cd 143.48 £ 19.70b
Naranja legitima (Opuntia spp) 91.47 + 6.18a 65.25 + 1. 542 190.82 £ 5.762a
Pigmentacién rojo-morada

Rojo insurgente (O. megacantha Salm-Dick) 75.20 * 3.48cd 46.64 + 1.16f 88.38 + 4.88e
Rojo papas (Opuntia spp) 57.73 £ 4.38f 47.24 + 2.27f 71.86 £ 6.02f
Rubi reina (O. megacantha) 89.37 £ 7.74a 48.51 + 2.17¢ef 105.96 + 10.62d
Sandia (O. streptacantha) 77.95 £ 2.50c 50.66 £ 3.40e 118.61 + 27.51c
Shidrikaja (O. megacantha Salm-Dick) 68.66 £ 4.61e 55.58 + 4.2bc 101.80 £ 12.16de
Torreoja (O. megacantha) 83.92 + 3.64b 51.23 £ 1.87de 109.62 + 12.05cd

Los valores de cada columna representan la media + la desviacion estandar. El subindice representa las diferencias
significativas con (p< 0.05) entre las variables de estudio.
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Las variables de solidos solubles totales, pH y acidez titulable se presentan en el
cuadro 3. Se observaron diferencias significativas en el contenido de SST de las 12
accesiones de tuna, siendo la accesion 'Vaquera' (verde-blanca) la que contiene un
mayor porcentaje de °Brix, aunque no se encontaron diferencias significativas con
respecto a las accesibnes de pigmentacidon naranja-amarillo (‘Amarilla
chachiquehuite', 'Naranja legitima') y 'Sandia'. Un menor contenido de °Bx se
observé en la accesion de tuna 'Carddn blanco' y no mostro diferencias significativas
con respecto a las accesiones 'Rojo papas'y 'Torreoja. Los grados Brix variaron de
10.03 a 15.6%, estos valores son similares a lo reportado por Patil & Dagadkhair,
(2019), Ramirez-Ramos et al., (2018), Saenz & Berger, (2006), Belviranl et al.,

(2019) Oumato et al., (2019) y Andreu-Coll et al., (2021).

El pH oscilo entre 5.39 de la tuna Rojo papas a 6.94 de la tuna Vaquera y no se
observaron diferencias significativas en las tunas 'Amarillo chachiquehuite', 'Concha
de oro', 'Sandia’, 'Naranja legitima', 'Rojo insurgentes'y 'Rubi reina' (Cuadro 4). Los
valores observados en pH fueron similares a los reportados por Patil & Dagadkhair,

(2019).

Con respecto a acidez titulable, el mayor porcentaje se observé en las accesiones
'Naranja Legitima', y 'Rojo insurgentes' y 'Rojo Papas' y no se observaron
diferencias significativas entre ellas, pero si se observaron diferencias significativas
con respecto a las accesiones de tunas 'Carddon blanco', 'Vaquera', 'Zarca',
'Chachiqueguite', 'Rubi reina', 'Shidrikaja' y 'Torrejona' y fueron las que presentaron
el porcentaje mas bajo de acidez (Cuadro 3). La tuna se caracteriza por ser un

alimento poco acido y los valores observados en acidez titulable fueron similares a
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los reportados por Patil & Dagadkhair, (2019). En este sentido se menciona que el
contenido de solidos solubles totales, pH y acidez titulable son importantes para
determinar el grado de madurez del fruto, asi como para identificar diferencias entre
las especies 0 accesiones y asi estimar la aceptacion del consumidor (Andreu-Coll

et al., 2021).
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Cuadro 3: Contenido de solidos solubles totales, pH y acido citrico de doce accesiones de tunas.

Sélidos solubles Acidez titulable

Accesiones de tuna tofales pH (% acido citrico)
(°Bx)

Pigmentacién verde-blanca
Cardén blanco (O. streptacantha) 10.03 £ 0.06f 6.12 £ 0.01c 0.064 + 0.02bc
Concha del oro (Opuntia spp) 13.77+ 0.76¢cd 6.73 £0.14ab 0.038 + Oc
Vaquera (O. albicarpa) 15.60 = 0.40a 6.94 + 0.48a 0.077 £ Oab
Zarca (Opuntia spp) 12.90 £ 0.85d 6.07+ 0.05¢c 0.064 = 02bc
Pigmentacion amarilla-naranja
Amarilla chachiqueguite (Opuntia spp). 14.43 + 0.15abc 6.74 £ 0.12ab 0.077 £ Oab
Naranja legitima (Opuntia spp) 14.63+ 0.93ab 6.59 £ 0.09ab 0.102 + 0.02a
Pigmentacion rojo-morada
Rojo insurgente (O. megacantha Salm-Dick) 11.77£ 0.32e 6.40 = 0.43bc 0.102 + 0.02a
Rojo papas (Opuntia spp) 10.60 + Of 5.39+0.12d 0.102 + 0.02a
Rubi reina (O. megacantha) 13.37 £ 0.57d 6.51 +£0.16b 0.064 + 0.02bc
Sandia (O. streptacantha) 15.13 £ 0.32ab 6.60 £ 0.23ab 0.051 + 0.02bc
Shidrikaja (O. megacantha Salm-Dick) 13.63 + 0.74cd 5.97 £ 0.03c 0.077 £ Oab
Torreoja (O. megacantha) 10.30 + 0.92f 6.13 £ 0.07c 0.77 Oab

Uy8hLos valores de cada columna representan la media + la desviacion estandar. El subindice representa las diferencias
significativas con (p< 0.05) entre las variables de estudio.
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4.1.1. Color

En las figuras 1y 2, se muestra un diagrama de color representado con los valores
de Croma y °Hue de la cascara y pulpa de los frutos de tuna, donde se puede

observar la agrupacion de las variedades respecto a su pigmentacion.

Estadisticamente se observaron diferencias significativas en los valores de L*,
Croma y angulo de tono Hue en las accesiones de tuna (Cuadro 4). El valor de L*
mas alto y por lo tanto con mayor brillo se observé en las accesiones de tunas
'Vaquera', 'Zarca' y 'Cardoén Blanco' de color verde-blanco y los valores mas bajos
fueron para las variedades 'Shidrikaja' y 'Sandia' que tienden a colores rojo-morado

(oscuros), (Cuadro 3).

El valor de Croma, fue mayor en la pulpa y piel de la accesiéon 'Amarilla
chachiquehite' que tiene un color amarillo-naranja y los valores mas bajos fueron
para la pulpa de tunas verdes-blancas y para la piel de las tunas roja—morado
(Cuadro 4). Al respecto Ramirez-Ramos et al., (2018), indican que con valores mas

altos los colores son mas brillantes y atractivos.

Los valores de tonalidad (h°) son similares para piel y pulpa, y fueron mas altos para
las accesiones de tuna de color verde-blanco, 'Cardén blanco', 'Concha de oro' y
'Zarca' y no mostraron diferencias significativas. Las accesiones de tuna 'Rojo
insurgentes', 'Rojo papas' 'Sandia', 'Rubi reina', 'Shidrikaja' y 'Torrejona', de color
rojo-morado exhibieron valores de tonalidad mas bajos (Cuadro 4). Tampoco se
observan diferencias entre las accesiones de tuna 'Amarilla chachiquehuite' y

'Naranja legitima" que clasificamos como 'naranja-amarilla’. Y de las accesiones de
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tuna rojo-morado solo observamos diferencias significativas entre la pulpa de la
accesion 'Rojo papas' con el resto de las accesiones. En este sentido se menciona
que el color es una propiedad importante de los frutos, a través del cual se puede
atraer animales o insectos para ayudar a dispersar sus semillas, protegerse del
estrés oxidativo y brindar informacion sobre el grado de madurez, entre otros,
ademas ser un factor importante para la preferencia del consumidor (Valero-Galvan

et al., 2021).
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Cuadro 4: Parametros de color de doce accesiones de tuna (Opuntia sp.).

» Piel oL Croma Hue
Accesion
Pulpa
Pigmentacién verde-blanca
] Piel 48.97 £ 1.62bc 54.82 + 3.43ab 87.32 £ 2.07a
Cardon blanco (O. streptacantha)
Pulpa 60.40 £ 0.96ab  34.44 £ 0.67bcd 87.84 + 2.80a
. Piel 45.49 + 4.10dc 20.69 + 4.02fg 84.05 +4.192
Concha de oro (Opuntia spp)
Pulpa 63.27 £ 1.39a 38.84 £ 2.91ba 88.13 + 0.82a
_ Piel 4521 £1.97dc  21.69 % 3.00efg 83.77 £ 3.71a
Vaquera (O. albicarpa)
Pulpa 62.51 + 1.30a 34.83 £ 6.05bc 82.38 + 1.58ab
_ Piel 65.57 +1.99a  21.64 +0.94 efg 83.01 £1.73a
Zarca (Opuntia spp)
Pulpa 61.91+0.41a 30.37 £ 2.06becd 89.33 + 0.462
Pigmentacion amarilla-naranja
_ _ _ _ Piel 56.54 + 5.93ab 19.52 + 2.03¢g 60.86 + 1.46b
Amarilla chachiqueguite (Opuntia spp).
Pulpa 44.40 £ 5.79cd 45.49 £ 2. 45a 60.69 + 0.59bc
. N . Piel 51.24 £ 1.63bc 23.16 £ 1.31e 60.69 + 0.59cb
Naranja legitima (Opuntia spp)
Pulpa 2596 +4.16fg  33.08 + 3.29cde 71.64 £ 0.61b
Pigmentacion rojo-morada
_ _ _ Piel 39.99 + 4.98de 21.31 £ 4.42¢ 47.80 £ 6.93d
Rojo Insurgente (Opuntia. megacantha Salm-Dick)
Pulpa 25.96 £+ 4.16fg  33.08 + 3.29cde 43.63 £ 5.20c
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Rojo papas (Opuntia spp)

Rubi reina (O. megacantha)

Sandia (O. streptacantha)

Shidrikaja (O. megacantha Salm-Dick)

Torreoja (O. megacantha)

Piel
Pulpa
Piel
Pulpa
Piel
Pulpa
Piel
Pulpa
Piel
Pulpa

32.07 + 4.20efg
31.26 + 6.13efg
35.83 + 3.63def
36.93 + 2.56de
23.98 + 2.32¢f
23.98 + 0.89g
25.24 + 3.45¢
24.51 + 2.25¢
34.14 + 2.36¢efg
35.34 + 1.39¢f

20.56 + 1.92e
32.03 + 1.22cdef
24.32 £ 4.21ed
37.83 + 5.45bcd
22.72 +4.20e
26.31 *+ 4.54edfg
25.82 £ 0.21ecd
49.15 + 5.45ab
25.06 = 5.18ecd
41.70 £ 5.78cd

51.06 * 6.52cbd
21.54 + 2.92d
47.56 + 4.52cd
44.54 + 5.25C
49.18 +4.24bcd
45.98 + 8.67¢C
42.78 = 8.00d
50.19 + 3.37c
46.77 = 0.95d
47.24 + 4.02c

Los valores de cada columna representan la media * la desviacion estandar. El subindice representa las diferencias

significativas con (p< 0.05) entre las variables de estudio.

81



A) B)
70 A

60 -
50 -
*
il |
40 A 2 4 2 2
% °Hue @
® A
¢ &
30 v v
o]
. ®
180 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 O
60 50 40 30 20 10 0 10 20 30 40 50 60
>
Chroma

Accesiones

Cardon blanco
Concha de oro
Vaquera

Zarca

Amarillo chachiquehuite
Naranja legitima
Rojo papas

Rojo insurgentes
Rubi reina
Sandia
Shidrikaja
Torreoja

Figura 1. Atributos de color en frutos de Opuntia spp. A) comparacion de luminosidad, B) grafico de Croma y °Hue en la

cascara de 12 accesiones de tuna.
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Figura 2. Atributos de color en frutos de Opuntia spp. A) comparacion de luminosidad, B) grafico de Cromay °Hue en la

pulpa de 12 accesiones de tuna.
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4.2. Contenido de compuestos bioactivos

4.2.1. Contenido de betalainas

Las betalainas son compuestos solubles en agua de derivados del acido betalamico,
son los compuestos responsables de la coloracion algunas plantas como el betabel,
la bugambilia, el amaranto y muchos de los frutos de cactus entre ellos la pitahaya
(Hylocereus polyrhizus) y la a tuna (Opuntia ficus indica), esos compuestos se
dividen en dos grupos: pigmentos de betacianina (rojo-violeta) y pigmentos de

betaxantina (amarilla) (Hadipour et al., 2020).

Los valores obtenidos para betacianinas variaron de 0.0842 a 7.2464 mg/100 g y de
0.09 a 2.57 mg/100 g para betaxantinas y se observaron diferencias significativas
(Cuadro 5). Estos valores son similares a lo reportado por Ramirez et al., (2018).
El mayor contenido de betacianinas se encontré en 'Rojo papas', seguida del resto
de accesiones de pigmentacion rojo-morada, y la menor concentracién se observé
en los frutos de pigmentacion verde-blanca. Una mayor concentracion de
betaxantinas se observé en 'Shidrikaja’, y no se observaron diferencias significativas
con respecto a 'Naranja legitima' y 'Rubi reina', sin embargo, la menor
concentracion se observé en los frutos de pigmentacion verde-blanca. Koss-
Mikotajczyk et al., (2019) indica lga fuente mas rica de betalainas resulté ser la
variedad naranja que contenia principalmente indicaxantina., la segunda mas rica
fue la variedad roja con una concentracion mucho mayor de betacianinas,
especialmente betanina y la variedad verde contenia la cantidad mas baja de

compuestos de betalaina representada solo por betaxantinas amarillas. En este
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sentido Garcia-Cayuela et al., (2019), encontraron el mayor contenido de
betacianias en los frutos de pigmentacion rojo-morado y el mayor contenido de
betaxantinas en los frutos de pigmentacién amarilla-naranja. Al respecto Khatabi et
al. (2016) mencionan que las diferencias en el contenido de betalainas en los frutos
de tuna podrian atribuirse a la variabilidad genética de especies, ecotipos,
fisiologias, region geogréfica y condiciones de crecimiento de la tuna. Ademas, la
calidad del fruto se basa en parte en el color, que puede ser un factor en su
preferencia, aceptacion, o rechazo. Es bien sabido que las betalainas tienen
potencial como pigmentos para ser aplicados en alimentos, no solo por su accion
como colorantes sino por sus propiedades antioxidantes, antimicrobianas,

antiproliferativas e hipolipidémicas (Amaya-Cruz et al., 2019)
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Cuadro 5: Contenido de betalainas en doce variedades y especies pigmentadas de tuna (Opuntia spp.).

Accesiones de tuna

Betacianinas
(mg/ 100 g pf)

Betaxantinas
(mg/ 100 g pf)

Pigmentacién verde-blanca

Carddn blanco (Opuntia streptacantha)
Concha del oro (Opuntia spp)

Vaquera (Opuntia albicarpa)

Zarca (Opuntia spp)

0.1277 £ 0.0170i
0.2933 £ 0.0244h
0.3883 = 0.0982h
0.0842 + 0.0124i

0.15 + 0.0151]
0.27 + 0.0318h
0.41 + 0.0296g
0.09 + 0.0114i

Pigmentacion amarilla-naranja

Amarilla chachiqueguite (Opuntia spp).

Naranja legitima (Opuntia spp)

0.5405 + 0.0385g
0.6220 + 0.0385g

1.96 + 0.0628c
2.46 = 0.1296b

Pigmentacion rojo-morada

Rojo insurgente (Opuntia. megacantha Salm-Dick)
Rojo papas (Opuntia spp)

Rubi reina (Opuntia megacantha)

Sandia (Opuntia streptacantha)

Shidrikaja (Opuntia megacantha Salm-Dick)
Torreoja (Opuntia megacantha)

5.6277 £ 0.0205b
7.2464 + 0.0329a
2.9849 + 0.0047e
3.1859 + 0.0244d
3.4466 + 0.0081c
1.4422 + 0.0081f

0.62 + Of
0.59 + 0.0066f
2.45 =+ 0.0318b
0.95 + 0.0057e
2.57 = 0.0000a
1.12 + 0.0066d

Los valores de cada columna representan la media + la desviacion estandar. El subindice representa las diferencias

significativas con (p< 0.05) entre las variables de estudio.
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4.2.2. Contenido de fenoles totales

Los compuestos fendlicos son un grupo muy diverso de fitoquimicos producidos por
el metabolismo secundario de las plantas, derivados de la fenilalanina y, en menor
medida en algunas plantas, también de la tirosina (Cabanillas-Bojorquez Luis A. et
al.,, 2020) En el contenido de fenoles totales se encontraron diferencias
significativas en las doce accesiones de tunas evaluadas (Cuadro 6). Un mayor
contenido de fenoles totales se encontr6 en la accesion de tunas 'Naranja Legitima'
(naranja-amarillo), seguido de las accesiones 'Rojo Insurgente' y 'Shidrikaja' (rojo-
morado) donde no se observaron diferencias significativas entre ellas. Por otra
parte, se encontrd0 que las accesiones con menor contenido de fenoles totales
fueron las de pigmentacién verde-blanca. Sin embargo, Amaya-Cruz et al., (2019) y
Du Toit et al.,, (2018), encontraron una mayor concentracion de compuestos

fendlicos en frutos verdes y rojos.

Los valores obtenidos en las doce accesiones de tunas van de 19.80 a 35.65 mg
EGA por cada 100 g de muestra, estos valores son similares a los obtenidos por
Pinedo-Espinoza et al. (2017) y menores a los encontrados por Patil & Dagadkhair,
(2019) en O. streptacantha y en Opuntia ficus indica y por Albano et al., (2015) en

genotipos de Opuntia ficus-indica (L.) cultivados en Italia.

4.2.3. Contenido de flavonoides totales
Se observaron diferencias significativas en el contenido de flavonoides totales en
las doce accesiones de tunas (Cuadro 6). Un mayor contenido de flavonoides se

encontro en las accesiones de tunas 'Rojo Insurgentes'y 'Rojo papas' (rojo-morado),
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mientras que las tunas que presentaron un menor contenido fueron 'Cardon Blanco'
y 'Zarca' (verde-blanco). Estos resultados son similares a lo reportado por Ramirez-
Ramos et al., (2018), pero difieren con lo observado por Amaya-Cruz et al., (2019),
quien reportdé mayor contenido de flavonoides en accesiones de pigmentacion verde
y amarillo-naranja. El contenido de flavonoides vario de 0.31 + 0.16 a 4.81 £+ 0.62
mg EQ/100 g pf, estos valores son similares a los reportados por Pinedo-Espinoza

et al. (2017) y Patil & Dagadkhair, (2019).

Al respecto se menciona que los flavonoides asi como los compuestos fendlicos
ejercen una alta actividad antioxidante , ademas de que tienen varias propiedades
promotoras de la salud, como la disminucién de la diferenciacion y proliferacion
celular, y ejercen actividades antiinflamatorias, anticancerigenas y antidiabéticas

(Amaya-Cruz et al., 2019; Gutiérrez-Grijalva Erick P. et al., 2020).

4.2.4.Contenido de acido ascorbico
En el contenido de acido ascorbico se observaron diferencias significativas en las
doce accesiones de tunas (Cuadro 6). La accesion de tunas que presento un mayor
contenido de acido ascorbico fue 'Concha del Oro' (verde-blanca), seguida de
'Naranja Legitima' (naranja-amarilla) y la accesion de tunas con menor cantidad de
acido ascérbico fue 'Shidrikaja' (rojo-morado). ElI mayor contenido de &cido
ascorbico se observo en frutos de pigmentacion naranja, seguidos de los de
pigmentacion verde, siendo las variedades rosa y morada los de menor
concentracion, estos resultados coinciden con lo reportado por du Toit et al., (2018),
Patil & Dagadkhair, (2019); Ramirez et al., (2015); Ramirez et al., (2018) y Belviranli
et al.,, 2019). En este sentido se menciona que el acido ascoérbico afecta
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positivamente el equilibrio redox del cuerpo, ya que tiene radicales libres que
disminuyen la oxidacion de lipidos y mejoran el estado antioxidante de los seres
humanos. Es uno de los antioxidantes naturales menos téxicos, mas potentes, y
puede reducir con éxito un compuesto reactivo. El acido ascérbico es responsable
del 30% al 40% de la actividad antioxidante total del fruto (Patil & Dagadkhair, 2019;

Ramirez-Ramos et al., 2015y du Toit et al., 2018)).
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Cuadro 6: Contenido de compuestos fendlicos, flavonoides totales y acido ascorbico en doce variedades y especies pigmentadas de

tuna (Opuntia spp).

Nombre comun

Fenoles

(mg EAG/100 g pf)

Flavonoides

(mg EQ/ 100 g pf)

Acido ascérbico
(mg EAA/100 g pf)

Pigmentacion verde-blanca

Cardédn blanco (O. streptacantha) 19.80 + 0.41i 0.58 £ 0.24f 11.09 £ 0.12¢
Concha del oro (Opuntia spp) 24.48 £ 0.59¢g 0.83 £ 0.47¢f 23.47 £0.18a
Vaquera (Opuntia albicarpa) 26.02 £ 0.06f 0.96 + 0.16def 15.23 + 0.20d
Zarca (Opuntia spp) 27.69+£0.11e 0.31 £ 0.16f 17.48 £ 0.12c
Pigmentacién amarilla-naranja

Amarilla chachiqueguite (Opuntia spp). 22.16 = 0.65h 2.16 + 0.46bced 17.20 £ 0.53c
Naranja legitima (Opuntia spp) 35.65 £ 0.54a 1.29 + 0.28cdef 21.50£0.12b
Pigmentacion rojo-morada

Rojo insurgente (O. megacantha Salm-Dick) 33.95+0.23b 4.82 + 0.62a 6.56 + 0.30h
Rojo papas (Opuntia spp) 31.78 £ 0.17c 4.60 = 0.59a 10.22 £ 0.18f
Rubi reina (O. megacantha) 32.56 + 0.23c 1.51 + 0.24bcde 8.33+0.30g
Sandia (Opuntia streptacantha) 29.08 £ 0d 2.89 £ 0.95b 11.33 £ 0e
Shidrikaja (Opuntia megacantha Salm-Dick) 34.03 £ 0.26b 2.51 + 0.35bcd 2.30 £ 0.14i
Torreoja (Opuntia megacantha) 26.14 £ 0.17f 2.65 £ 0.86bc 10.93 £ 0.18e

Los valores de cada columna representan la media + la desviacion estandar. El subindice representa las diferencias significativas con
(p< 0.05) entre las variables de estudio
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4.3. Evaluacion de la actividad antioxidante por ABTS y DPPH
La actividad antioxidante de las doce accesiones de tunas evaluadas mediante los
ensayos de ABTS y DPPH se muestran en el Cuadro 7. Los valores de la actividad
antioxidante mediante ABTS se encontraron en un rango de 179.65 a 234.66 umol

ETrolox, mediante el ensayo de DPPH los valores encontrados fueron de 56.70 a 106.31

pumol ETrolox. Las accesiones de tunas que presentaron una mayor actividad
antioxidante tanto por ABTS como por DPPH fueron 'Naranja legitima' con
pigmentaciéon amarilla-naranja y 'Concha de Oro' de pigmentacion verde-blanco,
mientras que las accesiones de tuna con menor actividad antioxidante fueron 'Zarca'
con pigmentacion verde blanco y 'Amarillo chachiquehuite' de pigmentacion
amatrilla. Por lo cual no se pude atribuir la mayor actividad antioxidante a accesiones
con alguna pigmentacion especifica, ya que las accesiones de tunas con mayor
actividad antioxidante corresponden a accesiones de pigmentacién naranja-
amarilla, verde-blanca y rojo-morado, esto coincide con lo reportado por Ramirez-
Ramos et al., (2018) y du Toit et al.,, (2018) quienes compararon diferentes
variedades de tuna y observaron mayor actividad antioxidante en frutos de

pigmentaciones diferentes.

Se observa en el Cuadro 7, se registra una mayor actividad antioxidante por el
método de ABTS en relacion con el método de DPPH. Al respecto, Carabajal Torrez
et al., (2021) y Miguel-Chavez, (2017), mencionan que es debido a la baja
selectividad del ABTS, que reacciona con cualquier compuesto aroméatico
hidroxilado, independientemente de su potencial antioxidante real y por el contrario

DPPH esta impedido estéricamente y no reacciona con los flavonoides carentes de
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grupos hidroxilo en el anillo B, ni con acidos aromaticos que contengan un solo

grupo hidroxilo, ademas de que la absorbancia se lee a 515 nm y puede causar

interferencias con compuestos que absorben a la misma longitud de onda. Esto

indica que el DPPH es mas selectivo que el ABTS. En este sentido se menciona

que la actividad antioxidante de frutas y vegetales esta asociada con los metabolitos

presentes en los frutos; como son los compuestos fendlicos, flavonoides, vitaminas,

betalainas, entre otros tipos de compuestos y al posible efecto sinérgico de estos

fitoquimicos (Jiménez-Aguilar et al., 2015; Ramirez-Ramos et al., 2018; de Wit et al.

2019).

Cuadro 7: Actividad antioxidante mediante la captacion de radicales DPPH y ABTS
en doce accesiones de tuna (Opuntia spp).

Accesiones de tuna

ABTS

(Mmol ET/ 100 g pf)

DPPH

(Mmol ET/ 100 g pf)

Pigmentacion verde-blanca

Cardédn blanco (O. streptacantha) 181.64 + 0.38] 67.61 £ 0.16j
Concha del oro (Opuntia spp) 234.66 £ 0. 38a 91.08 £ 0.16¢
Vaquera (O. albicarpa) 206.82 £ 0.38e 88.58 £ 0.72d
Zarca (Opuntia spp) 179.65 + 0.38k 84.64 + 0.09f
Pigmentacion amarilla-naranja

Amarilla chachiqueguite (Opuntia spp). 189.15 + Oh 56.70 + 0.09k

Naranja legitima (Opuntia spp)

230.24 = 1.33b

106.31 + 0.49a

Pigmentacion rojo-morada

Rojo insurgente (O. megacantha Salm-Dick)
Rojo papas (Opuntia spp)

Rubi reina (O. megacantha)

Sandia (O. streptacantha)

Shidrikaja (O. megacantha Salm-Dick)

Torreoja (O. megacantha)

206.16 + 0.38e
194.89 + 1.01g
214.33 £ 0.66¢C
209.47 + 0.66d
197.54 + 1.01f
184.95 + 1.01i

85.65 + 0.16e
57.02 + 0.24k
72.24 + 0.16i
93.90 + 0.09b
79.85 £ 0.09¢g
78.63 £ 1.21h

Los valores de cada columna representan la media +* la desviacién estandar. El subindice
representa las diferencias significativas con (p< 0.05) entre las variables de estudio.
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4.4. Andlisis de Componentes principales

Para agrupar las accesiones de acuerdo con su actividad antioxidante, contenido
de betacianinas, betaxantinas, acido ascoérbico, flavonoides y fenoles totales se
utilizé el Analisis de componentes principales (PCA) (Figura 3). La variabilidad de
los datos esta explicada en un 41.8 % por el Componente principal 1 (PC1) y en un
30.6 % por el Componente principal 2 (PC2) explicando un 71.6 % de la variabilidad.
En la figura 3, observamos como los frutos de pigmentacion rojo-morado se separan
de los de pigmentacion verde-blanca y naranja- amarillo a través del CP1, las
variables que contribuyen a este componente son mayoritariamente betacianinas y
flavonoides, que se encuentran principalmente en los frutos de pigmentacion rojo-
morado y el acido ascorbico es compuesto diferencial de las accesiones de

pigmentacién verdes-blancas y naranjas amarillas.

Respecto al CP2, las variables que contribuyen mayormente es la actividad ABTS
y DPPH, y las observamos predominantemente en las accesiones 'Naranja legitima'
de pigmentacion naranja, y 'Concha de oro' con pigmentacion verde, mientras que
con un contenido importante de fenoles se observa en las accesiones 'Rojo

insurgentes', 'Rubi reina' y 'Shidrikaja' de pigmentacién rojo morado.
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Figura 3: Grafico de puntuaciones para el modelo PCA por metabolitos y actividad

antioxidante en 12 accesiones de tuna verdes, naranjas y rojas.
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5. CONCLUSIONES

Las caracteristicas fisicoquimicas como longitud, didametro, peso, solidos solubles
totales, pH y acidez titulable son importantes para determinar el grado de madurez
del fruto, la caracterizacion morfologica y resaltar la diversidad entre las distintas

accesiones.

Los frutos de tunas de las accesiones 'Naranja legitima' y 'Concha de Oro' con
pigmentacién verde presentaron mayor contenido de compuestos fendlicos,

bentaxantinas, acido ascérbico y mayor actividad antioxidante.

De los frutos de pigmentacion roja-morada 'Sandia' fue la accesion que mostro
mayor actividad antioxidante, mayor contenido de flavonoides y mayor contenido de

acido ascorbico.

Los resultados sugieren que la accesién de tuna 'Naranja Legitima' debido a sus
compuestos bioactivos y actividad antioxidante podria tener un efecto beneficioso
para la salud. También se encontré que el contenido de compuestos bioactivos y la
actividad antioxidante no esta relacionada con la pigmentacion de los frutos y las
propiedades benéficas que los frutos de Opuntia podrian ofrecer es a través de un

efecto sinérgico de los compuestos antioxidantes que predominan en el fruto.
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7. ANEXOS
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