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AA: &cido ascorbico.

ABTS: Acido 2,2’ Azinobis-3-gtil-benzotiazolin-6-sulfonico.
AcOETt: acetato de etilo.

BC: betacianinas.

BX: betaxantinas.

Ctl: Control.

DPPH: 2,2-Difenil —1-Picril hidrolizado.

EB/L: Equivalentes de betanina por litro
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mg EAG/L: miligramos equivalentes de acido galico por cada litro.
mg ET/L: miligramos equivalentes de trolox por cada litro.

mg EVC/L: miligramos equivalentes de vitamina C por cada litro.
Past: Pasteurizado.

TUS: Termoultrasonicado.



RESUMEN

RESUMEN

Meéxico es el pais con mayor produccion de tuna a nivel mundial, existiendo una pérdida
post-cosecha de hasta el 60%. Algunos estudios han considerado a la tuna como alimento
de alto valor agregado, por lo que es importante la elaboracion de productos a partir de esta
materia prima utilizando tecnologias emergentes como la termoultrasonicacion. Es
importante disponer de estudios que demuestren la optimizacion de jugos comerciales por
lo tanto el objetivo de este estudio fue evaluar los cambios en compuestos antioxidantes y
la actividad antioxidante de jugos de tuna combinado sometidos a pasteurizacion y
termoultrasonicado, sus extractos y fracciones bioaccesibles. El jugo se elabord con tunas
peladas, licuadas y coladas, combinando jugo de tuna purpura y tuna verde clarificado (6/4
v/v), posteriormente fue sometido a termoultrasonido (TUS, 80% amplitud, 45°C, 15
minutos) o pasteurizacion (70°C, 30 min). Se evaluaron de cada jugo acido ascorbico,
polifenoles totales, betalainas y actividad antioxidante por Acido 2,2’ Azinobis-3-etil-
benzotiazolin-6-sulfonico y 2,2-Difenil —1-Picril hidrolizado (ABTS y DPPH), de los jugos,
asi como sus extractos obtenidos por hexano, acetato de etilo y metanol, y de las fracciones
bioaccesibles sometidos previamentea digestion in vitro. El jugo obtenido por
termoultrasonido, presento valores mayores (p < 0.05) de contenido total de polifenoles,
pigmentos y actividad antirradical respecto al pasteurizado y control. En los extractos,
existio un aumento de actividad antioxidante conforme incrementaba la polaridad de los
disolventes utilizados. Se aislaron 2 compuestos mayoritarios en los tres jugos (a-P
trehalosa y B-sitosterol). Existié una disminucién de compuestos antioxidantes y actividad
antioxidante después de que el jugo fue sometido a un proceso de digestion in vitro. La
cantidad de compuestos y actividad antioxidante bioaccesibles fue mayor en el jugo TUS (p
< 0.05). Se concluye que con el termoultrasonido se obtiene un jugo de mayor calidad en
compuestos antioxidantes, comparado con las tecnologias convencionales, ayudando a la

liberacidén de compuestos bioactivos benéficos para la salud del consumidor.

Palabras clave: Opuntia ficus-indica, jugo combinado, actividad antioxidante, compuestos

con actividad antioxidante, termoultrasonido.



RESUMEN

ABSTRACT

Mexico is the country with the highest production of cactus pear worldwide, having a post-
harvest lost up to 60%. Some studies have looked at cactus pear as a food with a high added
value, that is why it is important the production of products from this raw material using
emerging technologies such as thermoultrasound, also it is important to have studies that
demonstrate the optimization of commercial juices. Therefore the aim of this study was to
assess changes in antioxidant compounds and antioxidant activity in cactus pear juice
combined and subjected to pasteurization and thermoultrasound, also their bioavailability
of its extracts and fractions. The juice is prepared with peeled cactus pear, blended and
strained, combining purple cactus pear juice and clarified green cactus pear juice (6/4 v/ v)
subsequently underwent to thermoultrasound (TUS 80% range, 45 ° C, 15 minutes) or
pasteurization (70 ° C, 30 min). For each juice ascorbic acid, total polyphenols, betalains
and antioxidant activity by 2,2 'Azinobis-3-ethyl-6-sulfonic benzotiazolin and 2,2-
Diphenyl-picryl -1 hydrolyzate (ABTS and DPPH) of juices and extracts obtained by
hexane, ethyl acetate and methanol, and fractions subjected to in vitro intestinal
bioavailability were evaluated. The juice obtained by thermoultrasound, presented higher
values in total polyphenol content, pigments and anti-radical activity compared to
pasteurized and control (p < 0.05). In extracts, there was an increase in antioxidant activity
as the polarity of the solvents used increased. Two major compounds were isolated in the
three juices (a-p trehalose and [-sitosterol). There was a decrease in antioxidant
compounds and antioxidant activity after the juice was subjected to a process of in vitro
digestion. The amount of compounds and bioavailable antioxidant activity was greater in
TUS juice (p < 0.05). With these results, we concluded that the thermoultrasound juice had
a higher quality of antioxidant compounds, compared with juices treated with conventional

technologies, helping the release of bioactive compounds beneficial for consumer’s health.

Keywords: Opuntia ficus indica, antioxidant, combined juice, antioxidant activity,

compounds with antioxidant activity, thermo-ultrasound.



MARcoO TEORICO

I. MARCO TEORICO.
1.1 Opuntia spp.

El término cactus (Cactaceae), se refiere al grupo de aproximadamente 1600 especies en
130 géneros subdivididos en tres subfamilias: Perekioideae, Opuntioideae y Cactoideae. El
mas comun y esparcido es el género Opuntia, el cual cuenta con 300 especies de las cuales
cerca de 100 han sido encontradas de forma natural en México, siendo 60 de éstas
endémicas (1). La tuna (Opuntia spp.) y la cholla (Cylindropuntia spp.) son las especies
que representan la mayoria de la familia Opuntia de los cuales estan enlistados en la tabla 1

().

México tiene la mayor diversidad y abundancia de especies y cultivares de Opuntia a nivel
mundial (aproximadamente 150), por lo cual se le considera como centro de origen y
dispersion de la especie (3), sin embargo hoy en dia se les puede encontrar en todos los
continentes en una gran variedad de condiciones agroclimaticas, ya sea en forma silvestre o
cultivada (4). Estas son plantas carnosas, arborescentes, arbustivas o rastreras, y se
caracterizan por tener tallos o cladodios en forma de paletas que son planos y articulados,
Ilamados comunmente pencas o cladodios, y alcanzan hasta los 70 cm de longitud.
También cuenta con flores que son generalmente hermafroditas y solitarias, se desarrollan
normalmente en el borde superior de las pencas y su color es variable: rojas, amarillas,
blancas, entre otros. En la mayor parte del mundo la planta florece una vez al afio, de la

cual se crea su fruto, cominmente llamado tuna (3).



MARcoO TEORICO

Tabla 1. Especies de la familia Opuntia

Subgénero Opuntia Localizacion
Opuntia basilaris Sudoeste de EUA y noroeste de México.
Opuntia chlorotica Nativa del sudoeste de EUA y de los desiertos de

Mojave, Sonora, México.
Opuntia engelmannii México.

Opuntia ficus-indica Originaria de sur-centro de México, cultivada en

regiones calidas del mundo por su fruto comestible.

Opuntia fragilis Grandes llanuras del este de la Columbia Britanica.

Opuntia humisfisa A lo largo de las llanuras del Este de EUA, al sur de
Ontario.

Opuntia leucotricha Montarias del centro de México.

Opuntia macrocentra Sudoeste de EUA y norte de México.

Opuntia macrorhiza Llanuras de norte de EUA.

Opuntia microdasys México (Hidalgo).

Opuntia santa-rita Texas, Arizona y norte de México.

Opuntia stricta Regiones costeras.

Opuntia polycantha Arizona, Colorado, Utah y Norte de México.

Opuntia phaeacantha Arizona, Texas, Utah y Norte de México.

Fuente: Modificada de Shaw y colaboradores, 2014.
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1.1.1 Antecedentes experimentales del género Opuntia spp.

Esparza-Sandoval (2010), realiz6 una blsqueda de las especies de Opuntia en México,
revisando 3 bases de datos naturales nacionales e internacionales, estudio en el que
encontrd 83 especies de Opuntia, 6 de las cuales estan reconocidas en el género Nopalea, y
de las restantes son Opuntia ficus-indica, Opuntia streptacantha, Opuntia tomentosa,
Opuntia pubescens y Opuntia robusta, las que cuentan con mayores registros en las bases

de datos naturales (5).

Estudios han demostrado que las especies de este género son ricas en polifenoles, Santos-
Sea y colaboradores (2011), realizaron la comparacion entre harina de cladodios de 7

diferentes Opuntias spp. En la tabla 2 se ilustra el contenido de polifenoles en dicho estudio

(6).

Tabla 2. Fenoles de harina de cladodios de 7 diferentes Opuntia spp después de hidrdlisis

acida
Agliconas ug/g % de glucosido remanente después de hidrolisis

K I IG1 1G2 1G3 KG1 IG5 1G6
1 18+3 0.00+0.0 NE NE NE NE NE NE
2 5445 583+122 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 11+2
3  42+4 59+15 NE NE NE NE 311+31 380+75
4 1242 327+74 1.7+4 NE 8+0.6 74.6x32 1016+183 NE
5 28%4 200+24 0.0 NE NE 0.0 0.4+0.8 56+21
6 451 99.+47 0.0 0.0 NE 0.0 0.0 0.0
7 39+6 418+9 0.0 61+9 1246 0.0 27124 3849

1. Opuntia lindheimeri Englem. 2. Opuntia robusta, 3. Opuntia streptacantha, 4. Opuntia undulata,
5. Opuntia rastrera, 6. Opuntia robusta, 7. Opuntia leucotricha. NF, No encontrado. K,
Keampferol; I, Isorhamnetina; 1G1, Isorhamnetina-glucosil-ramnosil-ramnoésido;  1G2,
Isorhamnetina-glucosil-ramnosil-pentésido; 1G3, Isorhamnetina-hexosil-hexosil-pentésido; KG1,
Keampferol-gucosil-ramnosido; 1G5, Isorhamnetina-glucosil-ramnosido; 1G6, Isorhamnetina
hexosil-pentosido. NE= No Encontrado.

Fuente: Modificado de Santos-Sea y colaboradores, (2011).
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No solo los cladodios son ricos en compuestos con actividad bioldgica, Elhadi y
colaboradores (2011), evaluaron los compuestos bioactivos y actividad antioxidante de 10
cultivares y lineas de tunas Opuntia spp, en el que hallaron que la tuna es un fruto con
elevadas cantidades de compuestos bioactivos (7).

A pesar de los compuestos encontrados en el género Opuntia, son pocos los estudios
realizados respecto a sus efectos bioldgicos, siendo el uso més comudn el efecto
hipoglucemiante que se ha observado tras el consumo de los cladodios y frutos de Opuntia
streptacantha, Opuntia megacantha y Opuntia fuliginosa, esto debido a su alto contenido
en inulina (8-10) . Sin embargo, el consumo de extracto de gladiolo de Opuntia
megacantha, puede resultar nefrotoxico, ya que se observo un incremento plasmatico de
urea y creatinina, y una disminucion de Na*, después de 5 semanas de consumo por ratas

diabetizadas y no diabetizadas (8).

También se ha evaluado el efecto protector contra la oxidacion en enfermedades como la
hipercolesterolemia familiar en pacientes jovenes, observando disminucion de factores de
oxidacion Protagrandila 8-Epi F2 Alfa, indicador de oxidacién in vivo, asi mismo existio
una disminicion de lipoproteinas de baja densidad (LDL), sin afectar el peso o la
composicion corporal del paciente, dichos efectos se encontraron después de un consumo
habitual durante al menos 5 semanas del fruto de Opuntia robusta (11). Otro efecto
biolégico encontrado en Opuntia robusta, es su efecto antiproliferativo en células de cancer
de colon, esto debido a su alto contenido en pigmentos naturales, como lo son las betalainas
(12).

Loro y colaboradores (1999), estudiaron la Opuntia dillenii y sus efectos antiinflamatorio y
analgésico en ratas, atribuyéndole al extracto acuoso de esta Opuntia la disminucién de

edema inducido y al dolor (quimico y térmico) de manera dosis-dependiente (13).

A pesar de la gran variedad de especies Opuntia que existen en México y de los distintos
compuestos bioactivos que las conforman, Opuntia ficus-indica es aquella cuyo origen
antropogénico la hace la Opuntia de mayor consumo, no solo en México, si no en el mundo
(14).
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1.1.2 Caracteristicas botanicas de Opuntia ficus-indica

La tuna es una baya carnosa, esferica, cilindrica o periforme, presenta en el extremo apical
una depresion a la que se denomina “ombligo” de profundidad variable, mayor en los frutos
piriformes y menor en los esféricos. Sus dimensiones, dulzor y coloracion varian segun la
especie; presentan espinas pequefias, finas y fragiles de 2 a 3 mm de longitud, pulpa
gelatinosa, de céscara gruesa, cubierta de gloquidios. Se pueden encontrar en diversos
colores como amarillo, anaranjado, rojo, guinda, rojo-morado, verde y blanco verdoso
(figura 1) (14).

Figura 1. Pulpa de distintos colores de la tuna.

La tuna presenta diferentes caracteristicas dependiendo de la subespecie a la cual se esté
refiriendo; de acuerdo con un estudio hecho por Reyes-Agiero y colaboradores (2005),
donde se evaluaron 38 variantes de tuna en México, las caracteristicas de las variedades

comercializadas se encuentran descritos en la tabla 3.
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Tabla 3. Rango de valores para algunas caracteristicas
fisicas de la tuna de diversas variedades.

Caracteristicas Rango de valores
Peso Total 40-190 g

Peso de la cascara 14-100 g

Peso de la pulpa 45-130¢g

No de semillas 65-480

Diametro de la semilla 0.1-0.5cm
Longitud del fruto 6-10 cm
Diametro del fruto 3.5-6.5cm

Fuente modificada de Reyes-Agtero y colaboradores, 2004.

Son varios los paises que la producen y exportan, siendo México el pais con mayor
produccién y consumo per capita (tabla 4). En la mayoria de los paises productores, la tuna
se considera un producto secundario de nopaleras dedicadas a la produccion de forraje y/o
conservacion de suelos (15). En México, se produce principalmente en la zona centro del

pais (4), en la figura 2 se ilustran las principales entidades productoras de tuna.

El estado de Hidalgo ocup0 el cuarto lugar en produccién de tuna con un total de 15,021.64
toneladas (ton) en 2013, superado por los estados de Estado de México (188,947.69 ton),
Zacatecas (167,111.27 ton) y Puebla (83,292.75 ton) (16).
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Tabla 4. Produccion, exportacion y consumo per cépita en los tres principales paises

productores de tuna.

Superficie de

. . Produccién Exportacion ~ Consumo per cépita
Pals produccion (ton/afo) (ton/afo) (kg/persona)
(hectérea) gp
México 72500 489500 7500 4.38
Italia 2500 50000 15000 0.61
Sudéfrica 1500 15000 250 0.4

Fuente: Flores-Valdez y colaboradores, 1995.

A
Superficie sembrada (Ha)
D 3.00 - 3,768.94

. 3,769.04 - 9,417.85

[l o417.95 - 18,832.70
Min: 3.00 (Michoacan)
Max: 18,832.70 (Zacatecas)

Figura 2. Principales estados productores de tuna en México, 2013.
Fuente: SIAP, 2013.
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En Hidalgo, la produccion de tuna se encuentra en el Sur y Sureste del estado, siendo los
municipios de Actopan (5,475 ton), San Agustin Tlaxiaca (4,441 ton) y Zempoala (3,075
ton) los de mayor produccion, como se puede observar en la figura 3 (16).

Superficie sembrada (Ha)

1.00 - 216.20

. 216.30 - 539.00

- 539.10 - 1,077.00

Min: 1.00 (Tizayuca)
Max: 1,077.00 (San Agustin Tlaxiaca)

Figura 3. Municipios de Hidalgo, productores de tuna, 2013.
Fuente: SIAP, 2013.

El fruto es utilizado desde tiempos prehispanicos como materia prima importante en la
dieta de la poblacion y en la economia agricola (17), dado que la pulpa de la fruta es
considerada una buena fuente de minerales, especialmente calcio, potasio y magnesio, y
vitaminas (tabla 5 y 6) (18). Su alto contenido en azlcares y su poca acidez lo hacen un
fruto delicioso, el cual estd compuesto por un sencillo patron de glucosa y fructosa
aparentemente en cantidades iguales (19). Respecto a &cidos organicos, contiene
principalmente &cido citrico (20). Debido a su alto contenido en agua, tiene un valor
calorico total de 50-80 kcal/100g caracteristica que lo hace comparable con otros frutos
como las peras y naranjas (21).

10
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Tabla 5. Contenido de minerales en pulpa de tuna.

Mineral mg/100g en pulpa fresca de tuna
Calcio (Ca) 12.8-59
Magnesio (Mg) 16.1-98.4

Potasio (K) 90-220

Fosforo (P como PO4) 15-32.8

Sodio (Na) 0.6-1.1

Hierro (Fe) 0.4-1.5

Fuente: Abdel-Hameed y col. 2014.

Tabla 6. Composicion quimica de 100 g comestibles del
fruto de Opuntia ficus indica.

Compuesto Cantidad
Agua 85%
Kilocalorias 68 kcal.
Carbohidratos Totales 11¢g
Fibra total 189
Cenizas (g) 1.6
Vitaminas

e A(UI 40

¢ Riboflavina (mg) 0.02

e Niacina (mg) 0.3

e Acido Ascorbico (mg) 30

Fuente: Cantwell, 2004.

11
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Por otro lado, varios autores han sugerido que la tuna es una buena fuente de aceites (22,
23) (tabla 7). La pulpa de la fruta proporciona rendimientos muy bajos (0.1-1.0%),
representando cerca de 8.7 g de los aceites totales en 1 kg de materia seca, comparado con
1kg de semillas que tiene un rendimiento aproximado de 98.8 g de aceite. Ademas, se ha
demostrado que el aceite de pulpa tiene una cantidad significativa de lipidos polares
(fosfolipidos) los cuales representan el 52.9% de los lipidos totales, mientras que las
semillas tiene una cantidad significativa de lipidos neutros: oleato de colesterol (C18: 1,
cis-9), acido oleico (C18: 1 cis-9), acido oleico éster metilico de (C18: 1, cis-9), triolema
(C18: 1, cis-9); representando el 87% de los lipidos totales. Ambos aceites son una fuente
rica en &cidos grasos esenciales y esteroles. Por dltimo, la cascara contiene
aproximadamente 36.8 g de aceite por kilogramo (22). Es importante mencionar, que las
vitaminas liposolubles como alfa-, beta-, delta y gama- tocoferoles, vitamina K1 y beta-
caroteno, se encuentran relacionados con las semillas de la fruta asi como los aceites
contenidos en la pulpa, los cuales tienen la capacidad de proteger los aceites de la
oxidacion. El contenido de acidos grasos de las semillas de tuna, se puede comparar con la
composicion de semillas de girasol asi como con las semillas de uva (24). No obstante, los
niveles de lipidos totales, esteroles y vitaminas liposolubles, dependera del cultivar, grado

de maduracion, procesamiento de la fruta y las condiciones de almacenamiento (22).

Debido a su sabor peculiar y el contenido nutricional, los usos y aprovechamientos de la
fruta son principalmente en el fruto fresco. En el Sistema Nacional de Alimentos
Equivalentes, se recomienda el consumo de dos tunas para cubrir con un equivalente de
fruta (250 g), con el que se obtiene 56 kcal, 1 g de proteina, 13.2 g de carbohidrato y 0.7 ¢
de lipidos, siendo catalogada como un fruto con un alto valor en fibra, acido ascérbico y
potasio (Tabla 8) (25).

12
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Tabla 7. Niveles de esteroles y vitamina E, en aceites de pulpa y semilla de tuna

Compuestos Aceite de semilla Aceite de pulpa
(9/1009) (9/1009)
Campesterol 1.66 8.74
[-sitosterol 67.5 11.2
Vitamina E e Alfa-tocoferol 0.56 8.49
o Beta-tocoferol 0.12 1.26
e Gama- 3.3 0.79
tocoferol
e Delta- 0.05 42.2
tocoferol

Fuente: Ramadan y colaboradores, 2003.

Tabla 8. Tuna, Sistema Nacional de Alimentos Equivalentes

Compuesto Concentracion
Energia (Kcal) 56
Proteina () 1
Lipidos (g) 0.7
Carbohidratos () 13.2
Fibra (g) 5.0
Vitamina A (ug RE) 6.9
Acido ascorbico

19.3
(mg)
Acido Félico (mg) 0
Hierro NO HEM

0.4
(mg)
Potasio (mg) 302.5

Fuente: Sistema Nacional de Alimentos Equivalentes.

13
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Sin embargo, durante su procesamiento (cosecha, almacenamiento y conservacion) existen
pérdidas de hasta el 60%, ya que es una fruta estacional y su vida de anaquel varia entre 7 y
15 dias (15), por lo que es importante el desarrollo de productos industrializados a partir de

tuna, y asi contar con un mayor uso y aprovechamiento de este fruto.
1.1.3 Usos y aprovechamiento de Opuntia ficus indica.

El uso integral de esta especie representa un gran atractivo para el sector agroindustrial.
Algunos sectores que pueden beneficiarse con productos obtenidos a partir de la planta
antes descrita, de acuerdo con la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion
y Agricultura (FAO, por sus siglas en inglés) son (26):

e Agroindustria de alimentos y bebidas para consumo humano (produccion de diversos
alimentos como encurtidos, mermeladas, jugos, néctares, productos deshidratados,
concentrados, jarabes, bebidas alcohdlicas y no alcoholicas de tuna y nopalitos);

e Agroindustria de alimentos para animales (suplementos y piensos de pencas y de
desechos de la industria procesadora de tuna, como las cascaras y semillas);

¢ Industria cosmética (cremas, shampoo y lociones);

e Industria productora de aditivos naturales (gomas de cladodios; colorantes de la
fruta);

El consumo de tuna se concentra en la region centro, en el altiplano, excluyendo a los
estados costeros y las regiones tropicales. Lo que se puede explicar por los patrones
culturales y la falta de distribucion eficiente del producto en estas regiones, esto significa
que existen mercados insatisfechos en el sur y norte del pais (4). Y aunque el consumo de
tuna no es elevado, ha sido objeto de estudio sobre su actividad antioxidante con la
finalidad de producir alimentos funcionales con un alto valor agregado; con ello diversificar
su comercializacion y aumentar su produccion (27). Por otro lado, en México no existe una
industria procesadora de tuna, los factores que han inhibido su desarrollo, radican en gran
medida en los problemas tecnoldgicos para la elaboracion de néctares y jugos, en especial

la eliminacion de la semilla y la obtencién de un producto homogéneo y estable (15).

14
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A pesar de ello, la industria de jugos y néctares, en México, se ha mostrado en los ultimos
afios como uno de los sectores econdomicos mas dindmicos, y como una de las mas
importantes dentro del segmento de conservas alimenticias. Dicho dinamismo se ha visto
acompafiado con una mayor diversidad de productos, creando mas competencia entre las
empresas participantes, lo que se ha reflejado en un mayor beneficio al consumidor al
contar con un alimento de calidad y variedad en presentaciones. Las categorias que
muestran mayor participacion en el volumen total de ventas son jugos con 2,215 millones
de pesos, néctares con 2,715 millones de pesos y bebidas de fruta con 1,936 millones de
pesos (28). Debido al crecimiento estable en la industria de los jugos en México y las
caracteristicas nutrimentales y funcionales de la tuna, lo hace una buena opcién para

diversificar el consumo de este fruto.

1.2 Alimentos funcionales.

Aunque en la actualidad sigue sin existir una definicion puntual del concepto alimento
funcional, el Consejo de Alimentacion y Nutricion del Instituto de Medicina de Estados
Unidos, lo defini6 como “cualquier alimento o ingrediente que puede proporcionar un

beneficio para la salud mas alla de los nutrientes que tradicionalmente contiene” (29).

El primer término usado para este tipo de alimentos en los Estados Unidos fue el de
"alimentos disefiados", utilizado en 1989 por el Dr. Herbert Pierson, Director del Programa
de Alimentos Disefiados del Instituto Nacional de Cancer, para describir aquellos alimentos
que contienen naturalmente o que son enriquecidos con componentes quimicos,
biol6gicamente activos pero no nutritivos, provenientes de plantas (fitoquimicos), efectivos
en la reduccion de los riesgos al cancer. Ese mismo afio, el Dr. Stephen DeFelice, Director
de la Fundacion de Medicina Innovativa, crea el término "nutracéutico” para referirse a
"cualquier substancia que pueda ser considerada como alimento o como parte de un
alimento y que proporciona beneficios médicos o de salud, incluyendo la prevencién o el
tratamiento de una enfermedad" (30). Con el paso del tiempo, otros téerminos creados para

caracterizar los "alimentos funcionales" incluyen:

e Alimentos genéticamente disefiados

e Farmacoalimentos

15
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e Fitoalimentos, fitonutrientes
e Substancias fitogénicas

e Alimentos rendimiento

e Alimentos inteligentes

e Alimentos terapéuticos

e Alimentos de valor afadido
e Alimentos gendmicos

e Prebioticos/Probidticos

e Fuentes fitoquimicas

e Alimentos superiores

e Alimentos hipernutritivos

e Por ultimo hasta el término "alimentos reales™” (presentado en una revista

promotora de fisicoculturismo) (31).

De acuerdo al sistema japonés de Alimentos de Uso Exclusivo para la Salud (FOSHU),

describe 11 categorias de ingredientes con actividad fisiolégica (32).

* Fibras alimentarias.

+ Oligosacéridos.

 Alcoholes derivados de azUcares.
« Acidos grasos poliinsaturados.

» Péptidos y proteinas.

» Glucésidos, isoprenoides y vitaminas.
* Alcoholes y fenoles.

* Colinas (lecitina).

* Bacterias del &cido lactico.

* Minerales.

* Otros.

El éxito actual de la industria alimentaria depende de la capacidad de adaptacion e
innovacién de productos de calidad, que satisfagan las expectativas y necesidades de los

consumidores, buscando el bienestar fisico del consumidor (33). El término "fitoquimicos"
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constituye la evolucion més reciente del término "alimentos funcionales" y enfatiza las
fuentes vegetales de la mayoria de los compuestos preventivos de enfermedades, esto
debido a que el consumo de dietas con alto contenido en productos de origen vegetal, es
considerado como medio de proteccion contra enfermedades cronicas especialmente cancer
(34, 35).

Dentro de los fitoquimicos se encuentran los terpenos en los que destacan los carotenoides;
los polifenoles como la quercetina; los tioles y tocoferoles. Estos compuestos han sido
estudiados por su funciébn como antioxidantes, protegiendo a los lipidos, a la sangre y a
otros fluidos corporales contra el ataque de radicales libres, algunas especies de oxigeno
reactivo, grupos hidroxilos, peroxidos y radicales superoxidos (36).

1.3 Propiedad Antioxidante.

Los antioxidantes podrian ser categorizados como alimento funcional, esto porque son
ingredientes naturales con funcién fisiologica importante, debido a que los efectos dafiinos
de las especies reactivas del oxigeno (ERQO’s), son balanceados por la accion de
antioxidantes, los cuales son moléculas que neutralizan a los radicales libres, aceptando o
donando electrones para eliminar su condicion impar. Los antioxidantes actuan
directamente con los radicales reactivos y los inhibe, con lo que estos se convierten en
nuevos radicales menos activos, con vida mas larga y menos dafiinos que aquellos radicales
que neutralizaron. Estos al mismo tiempo seran inhibidos por otros antioxidantes u otros

mecanismos para terminar con su estado radical (37).

Los radicales libres son moléculas o fragmentos de moléculas con uno o mas electrones no
apareados en las drbitas de valencia, estas son moléculas muy inestables y muy reactivas,
ya que tienden a capturar un electron de otras moléculas generando a su vez su oxidacion
formando nuevos radicales (38). Los ERO’s contienen radicales libres y formas reactivas
de oxigeno. Los radicales libres son producidos por una transferencia de electrones que
requiere un alto consumo de energia, como puede resultar con un deportista. Cuando existe
una mayor ingesta o bien una mayor produccién de ERO’s se origina lo que se conoce

como estrés oxidativo, el cual ha sido implicado en el desarrollo de enfermedades crénico
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degenerativas, es por esto que el exceso de ERO’s y otros radicales libres, se relacionan

como inductores de dafio tisular en condiciones patoldgicas severas (39, 40).

La obesidad es un problema importante debido a que esta, junto con la trigliceridemia,
colesterolemia, presién alta y/o glucosa plasmatica alta, son las responsables del sindrome
metabolico (41), el cual entre otras cosas, aumenta las reacciones de Oxido-reduccion
produciendo radicales libres, los cuales afectan las membranas mitocondriales de la célula,
incrementando el estrés oxidativo y por ende existe una disfuncion organica (42).

Otra enfermedad no transmisible o cronico degenerativas es el cancer, el cual es la tercera
causa de muerte en México y segun estimaciones de la Unidn Internacional contra el
Cancer, cada afio se suman mas de 128,000 casos de mexicanos (43, 44). Cabe mencionar,
gque un microambiente con una continua produccion de ERO’s, es idonea para el

crecimiento de células cancerosas (45).

De la misma forma que los radicales libres, los antioxidantes pueden ser end6genos o
exogenos (46). Los antioxidantes exdgenos se obtienen a través de la dieta, lo cual indicaria
que una dieta saludable ayudaria a contrarrestar los efectos dafiinos de los radicales libres.
Algunos de los compuestos que se encuentran en la dieta no neutralizan los radicales libres,
sin embargo mejoran la actividad de antioxidantes enddgenos, clasificdndolos de la misma

forma como antioxidantes exdgenos (47).

Existe un interés creciente en el estudio de la composicion quimica de las plantas, debido
precisamente a las propiedades de algunos componentes que pueden inhibir, interrumpir o

frenar los procesos oxidativos y contrarrestar la actividad de los radicales libres (48).

Los compuestos antioxidantes que podemos encontrar en las plantas son la vitamina C o

acido ascorbico y los polifenoles.
1.3.1 Vitamina C (Acido ascorbico).

La vitamina C contiene varios elementos estructurales que contribuyen a su
comportamiento quimico, la estructura de la lactona y dos grupos hidroxilos endlicos, asi

como un grupo alcohol primario y secundario. La estructura endiol motiva sus cualidades
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antioxidantes, ya que los endioles pueden ser oxidados facilmente a dicetonas (Figura 4).
La vitamina C es hidrosoluble la cual juega un papel importante en la proteccion de
organelos del dafio ocasionado por la oxidacion, por lo que es mas abundante en tejidos
como pulmones, cerebro y 0jos, en los que la produccion de ERO’s es mas importante (49).
En los fluidos, la vitamina C tiene la capacidad de neutralizar ERO’s dentro de las células,
refuerza la accién de la vitamina E por regenerar su forma activa después de que han
reaccionado con los ERO’s, también poseen la capacidad de atrapar los iones de cobre, que

tienen una accion oxidante importante (50).

Figura 4. Estructura del Acido Ascorbico.
Fuente: Nikolaidis y colaboradores, 2012.

1.3.2 Polifenoles.

Los polifenoles son metabolitos secundarios obtenido de las plantas y juegan un rol
importante en la proteccion de la salud, ya que tienen importantes propiedades
antioxidantes y actividad bioldgica (48). Los principales tipos de polifenoles son flavonas,
flavonoles, flavanonas, antocianinas, chalconas, auronas e isoflavonas, siendo los
flavonoles (quercetina, kaempferol, isorhamnetina) y los flavonas (apigenina, luteolina), las
dos clases principales de polifenoles, todos estos compuestos se caracterizan por tener en su
estructura un grupo fendlico, los cuales poseen un anillo bencénico con al menos un grupo
hidroxilo, y se clasifican por el namero de anillos bencénicos y ubicacion de grupos
hidroxilo (figura 5) (51).
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Los beneficios de los polifenoles han sido probados en diferentes estudios, tanto en
condiciones in vitro como en condiciones in vivo. Tamura y colaboradores (2013),
utilizaron los polifenoles de la céscara de cacahuate para la disminucién de colesterol in
vitro, obteniendo como resultado la disminucion del colesterol en el medio (52). Diversos
estudios realizados in vivo tanto en ratas como en humanos, han obtenido resultados
favorables contra cancer, colesterolemia, y diabetes, asi mismo han mostrado efectos

cardioprotectores, antimicrobianos y antivirales (53).

Quercitina

Apigenina

Fenol

Isorhamnetina

Luteolina

Kaempferol

Figura 5. Estructura del fenol y principales flavonoles y flavonas en plantas.
Fuente modificada de: Pasinetti y colaboradores, 2012.
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1.3.4 Antioxidantes en la tuna

Han sido varios los estudios realizados en la tuna para la determinacién de sus compuestos
bioactivos, elaborados tanto en la cascara como en la pulpa de la fruta, asi como en las
distintas variedades de tunas que existen. EI kaempferol, es el flavonoide que se encuentra
en tres distintos tipos de tuna, tanto en tuna de cascara verde, pdrpura y roja, sin embargo,
la isorhamnetina solo se encuentra en la tuna con cascara verde y parpura. Por otro lado, la
tuna con cascara roja contiene mas &cido ascérbico, mientras que las tunas con cascara
amarilla contienen méas carotenoides. La actividad antioxidante de los extractos de tuna
pUrpura es mas alta, esto causado a su alto contenido de flavonoides, &cido ascorbico,

carotenoides y betalainas (54, 55).

Por otro lado, un estudio analitico realizado por Fernandez-Ldpez y colaboradores (2010),
para determinar los compuestos antioxidantes y su capacidad antioxidante in vitro,
establecieron que la tuna posee una importante capacidad antioxidante, al igual que un alto
contenido de taurina, asi como porcentajes importantes de acido ascorbico y polifenoles
(56), en los que destacan los fenoles y los acidos fenolicos (57), también contiene
pigmentos con importante actividad antioxidante, como las betalainas (58). En la tabla 9, se
puede observar el rango en que varian las tunas en contenido de vitaminas y antioxidantes,
encontrandose el &cido ascérbico entre 12 y 80 mg por cada 100 g de pulpa, siendo los
derivados de quercetina los flavonoles con mayor concentracion en la tuna, entre 0.9 y 0.98
g (20, 59). Por otro lado, en la tabla 10 se describen cuatro diferentes tipos de tunas, tuna
verde, purpura, roja y amarilla en contenido de vitaminas y antioxidantes, siendo la tuna
roja la que contiene la mayor cantidad de acido ascorbico y Kaempferol, hasta 815 y 3.8

Ha/g respectivamente (54).

Al encontrarse compuestos con importante actividad biolégica en la fruta, se realizaron
otros estudios referidos a su bioaccesibilidad y a los efectos que puede tener, tanto en forma
in vitro como in vivo. Encontrando que entre el 69-83% de polifenoles disponibles en la
pulpa, y del 0-14% de polifenoles disponibles en las semillas de la tuna son bioaccesibles,
esto en un modelo de digestion in vitro (60). En pruebas in vivo, se ha comprobado un

importante factor hepatoprotector, neuroprotector y diurético (61-63).
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Tabla 9. Vitaminas y antioxidantes contenidos en la pulpa de la tuna

Compuesto

Por cada 100g de pulpa

Acido ascorbico

Carotenoides totales
e Beta caroteno

Vitamina E total

Vitamina K

Flavonoles
e Derivados del keampferol
e Derivados de la quercetina

e Derivados de la isorhamnetina

12-81 mg

0.29-2.37g

1.2-3 pg (microgramos)
111-115 pg

53 1g

0.11-0.38 g
0.98-0.9g
0.19-2.41 ¢

Fuente modificada de: Stintzing y col. (2001) y Stintzing y col. (2005).

Tesoriere y colaboradores (2004), realizaron un estudio en el que compararon los efectos

del estrés oxidativo, en personas que consumieron jugo de tuna y acido ascorbico, en la que

se comprobd que era mayor la actividad bioldgica del jugo de tuna que el consumo de la

vitamina (64).

Tabla 10. Vitaminas y antioxidantes en pulpa fresca de tuna verde, purpura, roja 'y amarilla

Compuesto (1g/q) Verde Pdrpura Roja Amarilla
Acido ascorbico 458 121 815 437
Carotenoides totales 2.9 6.7 14.6 23.7
Polifenoles totales 69.5+3.8 93.5+12.4 54.845.1 9.843

e Kaempferol 2.2+0.3 1.1+0.4 3.8£0.5 ND
e Quercetina 43.2+2.5 90.5+11.5 51.0+4.6 9.8+3
e Isorhamnetina 24.1+1 1.9+0.5 ND ND

Fuente modificada de Kuti (2004).
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Debido a su alto contenido en compuestos bioactivos, a que es un fruto estacional y a su
poco consumo en todo el pais, es importante buscar tecnologias que conserven y no dafien

los compuestos que puedan tener actividad bioldgica en beneficio al consumidor.

Como ya se habia mencionado, existen zonas en la repiblica donde el consumo de tuna es
nulo, por lo que es importante elaborar un producto que pudiera llevar a distintos lugares
los beneficios de esta fruta, siendo primordial el buscar algin método de conservacion
6ptimo, sin embargo las distintas tecnologias convencionales no han sido eficientes, ya que
se pierde una importante cantidad de su actividad antioxidante, al mismo tiempo que son
bebidas muy inestables, ya que es un fruto con un pH bajo y alto contenido de azlcares
(65).

La mayoria de los procedimientos de conservacion inhiben agentes o procesos de deterioro.
Algunas tecnologias mantienen la frescura del producto, sin embargo otras como las que
reducen la actividad de agua o la modificacion de pH, la cambian notablemente (66).
Ninguna técnica es capaz de garantizar la completa seguridad del alimento, ya que
variaciones en las condiciones de preservacion, como la rotura de la cadena de frio, la
rehidratacion, etcétera, pueden suponer el desarrollo de microorganismos patdgenos y
alterantes. Los tratamientos térmicos por calor (pasteurizacion, ultrapasteurizacion, etc.)
utilizan temperaturas entre 60 y 145 °C, son los Unicos que operan por inactivacion y que se
usan de forma mayoritaria en la industria alimentaria, sin embargo dichos procesos
remueven el flavor y textura de los productos frescos, al mismo tiempo que la gran cantidad
de energia que es transferida al alimento durante el proceso, puede desarrollar reacciones
indeseables que podria producir la degradacion de compuestos bioactivos o la formacion de
subproductos quimicos no deseados (67, 68), lo cual es un problema debido que en las
Gltimas dos décadas, la demanda por el consumidor de alimentos de alta calidad,
microbioldégicamente seguros y estables, ha despertado un creciente interés en las técnicas
de preservacion no térmicas capaces de inactivar microorganismos y enzimas, asegurando

flavor y texturas mas naturales (69).
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1.4 Tecnologias emergentes en alimentos.

Debido a lo anteriormente mencionado, existe interés por los nuevos tratamientos de
conservacion, implicando tecnologias emergentes, algunas de estas se conocen desde hace
tiempo, pero no se ha optimizado su uso y la forma de aplicarlas en la preservacion de
alimentos no resultan suficientemente efectivos, en estas tecnologias se incluyen; altas
presiones, irradiacion, campos eléctricos de alta intensidad, campos magnéticos oscilantes,

luz blanca de alta intensidad, calentamiento no convencional, ultrasonido, etc. (70).
1.4.1 Ultrasonido

Es una tecnologia emergente utilizada desde hace més de 30 afios en la industria de los
alimentos, ésta consiste en someter al alimento a ondas acusticas inaudibles de una
frecuencia superior a 20 kHz, sin embargo esta tecnologia ha tenido distintos propositos a
través de los afios, como lo es la limpieza de instrumentos de laboratorio, el aumentar el
campo de extraccion de algin componente alimentario, pretratamiento de la cascara antes
de la extraccion o la extraccion de aceites vegetales, y recientemente, la inactivacion

microbiana y enzimatica (71-76).

Estos diversos usos se deben a que durante la ultrasonicacion existe un fenémeno complejo
de cavitacion gaseosa, que explica la generacion y evolucion de microburbujas en un medio
liquido. La cavitacion se produce en aquellas regiones de un liquido que se encuentran
sometidas a presiones de alta amplitud que alternan rapidamente. Durante la mitad negativa
del ciclo de presion, el liquido se encuentra sometido a un esfuerzo tensional y durante la
mitad positiva del ciclo experimenta una compresion. El resultado es la formacién
ininterrumpida de microburbujas, cuyo tamafio aumenta miles de veces (se expanden) en la
alternancia de los ciclos de presién. Las microburbujas que alcanzan un tamafio critico
implosionan o colapsan violentamente para volver al tamafio original. La implosion, supone
la liberacién de toda la energia acumulada, ocasionando incrementos de temperatura
instantaneos y focales, que se disipan sin que supongan una elevacion sustancial de la
temperatura del liquido tratado. Sin embargo, la energia liberada, asi como el choque

mecanico asociadas al fendmeno de implosion (figura 6), afectan la estructura de las células
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situadas en el microentorno, eliminando de esta forma microorganismos, y en algunos casos

la liberacién de sustancias deseadas (70, 77).

Equilibrio  oo-o-0-0-000-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-00-0-0-0-0-0-0-CH- 0

Acistico

Direccidn del
progreso mecanico
de la onda del
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1 ..
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Figura 6. Cavitacion del ultrasonido
Fuente modificada de Soria y colaboradores, 2010.

El primer uso que se le dio al ultrasonido en alimentos fue para emulsificar y homogenizar,
ejemplo de esto son la mayonesa, la leche y la catsup, que gracias a la cavitacion de las
burbujas chocando cerca de la interface de dos capas, subsecuentemente, se obtiene una

emulsion muy estable y fina, obteniendo mejores resultados costo-beneficio (78).

En general, las aplicaciones del ultrasonido en la industria alimentaria se pueden dividir en

baja y alta intensidad. El ultrasonido de baja intensidad utiliza baja amplitud de ondas
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ultrasénicas a alta frecuencia (> 1 MHz) que no dafian el material. Este se utiliza
normalmente para aplicaciones analiticas, tales como la determinacion de la composicion,
estructura, y estado fisico. Por el contrario, las aplicaciones de alta intensidad (también
conocidos como ultrasonidos de potencia) utilizan mayor amplitud de onda ultrasonica y
pueden alterar las propiedades fisicoquimicas o la estructura de un material, produciendo
reacciones quimicas en un campo denominado sonoquimica, el cual ha sido utilizado en la

industria alimentaria para la conservacion de alimentos (79).

Esta ultima ha sido probada en lacteos y jugos, en la leche se observd disminucion de
microorganismos patdégenos como lo son Escherichia coli, Pseudomona florescens y
Listeria monocytogena, esto sin alterar el contenido de proteina o caseina. En jugos de
naranja y manzana, se observo la inactivacion de las enzimas pectinmetilesterasa,
polifenoloxidasa y peroxidasa, las cuales son responsables del deterioro de frutas y
verduras (80, 81). También se han realizado evaluaciones de calidad en distintos jugos
(toronja, manzana y uva roja), realizando pruebas sobre sus caracteristicas fisico-quimicas,
observando que no existen cambios en el pH o grados Brix de los jugos tratados, asi mismo
evita que el jugo se observe turbio y los niveles de capacidad antioxidante y algunos
antioxidantes como polifenoles y acido ascorbico, aumentan después del tratamiento de
ultrasonido (82-84).

Sin embargo, el ultrasonido es mas efectivo cuando se combina con otros métodos como lo
son las altas presiones y las temperaturas controladas, aumentando la eliminacién de
microorganismos, inactivacion de enzimas, efectuando dafios minimos a los compuestos

(85). Las combinaciones que existen son:

« Osmosonicacion: consiste en oscilar altas presiones en fluidos con ondas ultrasonicas,
lo que provocara dafio a la membrana (86).

* Manotermosonicacién: combinan altas presiones hidrostaticas, temperatura
controlada y sonicacion, permitiendo igual que la manosonicacion, la eliminacién de
microorganismos e inactivacion de enzimas, ocurriendo esto en tiempos mas cortos
(87, 88).
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» Manosonicacion, consiste en la combinacion de alta presién hidrostéatica con el
ultrasonido, con lo que se inactivan microorganismos (89).

» Termoultrasonicacion, combina temperaturas controladas con el ultrasonido, esto
permite que la inactivacion microbiana y enzimética sea en tiempos méas cortos
comparados con la pasteurizacion o esterilizacion, existiendo cambios minimos en el

color y los niveles de vitamina C del producto (90).

La osmosonicacion ha sido utilizada en jugo de zarzamora, en el cuél se observé que existio
una disminucién en bacterias acido lacticas, levadura y moho, sin existir cambios
significativos en el color, actividad antioxidante, antocianinas y elagitaninos, en tratamiento
de més de 32 minutos (86). Por otro lado, la manotermosonicacion ha sido probada en
jugos de naranja, jitomate y zanahoria, en los cuales existié disminucion de enzimas termo-
resistentes como son: las pectin metilesterasas y otras enzimas como peroxidasas,
lipooxigenasas, y polifenoloxidasas (91-93). Respecto a manosonicacion, se ha encontrado
la disminucion de microorganismos como Listeria monocytogenes y Escherichia coli, en

jugos de manzana y naranja (94).

Por ultimo, son pocos los jugos en los que se han utilizado temperaturas controladas
aunadas con el ultrasonido, obteniendo resultados positivos, en los que se destaca la
inactivacion de enzimas como las pectin metilesterasa, poligalacturonasa y
polifenoloxidasas, inactivacion de Escherichia coli, aumentando el tiempo de
almacenamiento de jugos, asi como la liberacion de &cido ascorbico, polifenoles y
licopenos. Estas evaluaciones se han realizado en jugos de jitomate, manzana, sandia y
naranja (95-100).

Con tuna, se ha elaborardo un jugo sonicado, en el que después de haber sido sometido a
sonicacion durante 15 a 25 minutos, se observé una disminucién importante de carga
microbiana, sin afectar las cualidades antioxidantes del jugo, por otro lado, al aumentar la

amplitud a 80%, se observo una liberacion de compuestos antioxidantes (101).

Cabe mencionar que el uso de cualquier tecnologia para la conservacion del alimento va a
traer consigo cambios en compuestos del mismo, por lo que es importante evaluar el

porcentaje de compuestos bioaccesibles que realmente puedan ayudar al consumidor.
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1.5. Bioaccesibilidad de polifenoles

Los métodos in vitro sobre bioaccesibilidad, ofrecen una alternativa para el estudio en
humanos y en animales, ya que son simples, rapidos, de bajo costo y pueden predecir la
biodisponibilidad relativa en estudios del procesamiento en alimentos (102). De esta forma,
la aplicacion de modelos in vitro, consiste en una simulacién de la fase inicial de la
digestion intraluminal, seguido de una absorcidn intestinal utilizando un modelo de dialisis
(103).

Los polifenoles son metabolizados tanto en tejidos como en el colon por la microbiota
(104). El metabolismo de los polifenoles comienza en el lumen del intestino delgado y las
modificaciones post-absorcion ocurren en el higado, desde el cual puede ser transportado a
tejidos blanco como ojos o testiculos, o pasar a rifion donde es desechado en orina (figura
7) (105). Ademés, algunos flavonoides y compuestos relacionados no son absorbidos en el
intestino delgado, y pasan directamente al colon. En la microbiota intestinal puede existir
una modificacion estructural substancial de los polifenoles, los cuales también pueden ser
desechados en heces. En general, todos los polifenoles son conjugados en la barrera
intestinal a su forma O-glucuronidos, esteres de sulfato y O-metil ester, por lo que es

necesario que los flavonoide sean metabolizados para dirigirse al plasma u orina (106).
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Polifenoles de la dieta
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Figura 7. Proceso de absorcion, transporte y metabolismo de los compuestos polifendlicos.

Fuente modificada de Scalbert y colaboradores, 2002.

La formacion de derivados anionicos por conjugacion con grupos glucurénidos y sulfatos
facilita su excrecion, explicando su rapida eliminacién por orina y bilis. En diferentes
estudios se ha encontrado un pico post-prandial entre la primera y segunda hora después de
la ingesta de alimentos ricos en varios polifenoles (107). Existe un interés creciente
respecto a la porcion de flavonoides que no son absorbidos por el intestino delgado, pero
pasan directo al intestino grueso, donde son degradados por la microflora intestinal a &cidos
fendlicos, los cuales pueden ser absorbidos y llevados al sistema circulatorio, como es el
caso de la quercetin-3-O-rutinosido, la cual es metabolizada en intestino grueso (figura 8).
Posterior al metabolismo intestinal resultan dos productos, una molécula de quercetina y
una de acido 3,4-dihidroxifenilacético. La quercetina es absorbida, mientras que el acido
3,4-dihidroxifenilacético sigue metabolizandose a acido 3-4-metoxi-4-hidroxifenolacético,
molécula que es eliminada en orina. Los flavonoides que pasan a intestino grueso y sus
metabolitos, podrian tener impacto en la salud del colon, por instancia, seleccionando las

bacterias probi6ticas e inhibiendo la proliferacion de células cancerosas (108).
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Quercetin-3-O-rutinosido

—

Acido 3,4-Dihidroxifenilacetico

Quercetina .7

Acido 3-Hidroxifenilacetico Acido 3-Metoxi-4-hidroxifenilacetico

Figura 8. Metabolismo de quercetin-3-O-rutinosido mediado por bacterias coldnicas

Fuente modificada de Del Rio y colaboradores, 2009.
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JUSTIFICACION E HIPOTESIS

11 JUSTIFICACION.

Ha sido probado en diferentes estudios, que la tuna es una fruta con una importante
actividad antioxidante, siendo México el principal productor a nivel mundial. Su principal
consumo se encuentra en la zona centro del pais, que al mismo tiempo, es la zona de
produccion de la misma, teniendo una gran pérdida post-cosecha, por lo que es necesario el
uso de tecnologias emergentes que ademas de ayudar en la conservacion del alimento,
permita la liberacion de compuestos bioactivos, y no a su destruccién o degradacién por el
uso de tecnologias térmicas convencionales. En México, la tuna verde o blanca es la de
mayor consumo por su dulzor, sin embargo la tuna parpura sobresale por su actividad
biologica. Por lo que se deben elaborar alimentos de facil consumo, como es el jugo,
mezclando ambas tunas, lo que podria generar un producto con sabor agradable, mas los

beneficios de sus compuestos bioactivos

Es por esto que es importante utilizar tecnologias emergentes (termoultrasonicacion) en
jugo de tuna combinado, que beneficien al producto durante el proceso y garantice una
cantidad y calidad de compuestos bioactivos que beneficien la salud del consumidor. Lo
cual se puede probar por medio de ensayos de bioaccesibilidad in vitro, que contribuiria a la
extrapolacion de resultados que podrian esperarse en la digestibilidad gastrica en humanos,
al mismo tiempo, que la extraccion y aislamiento de compuestos garantiza conocer con

certeza la composicion del alimento.
I11. HIPOTESIS

El termoultrasonido liberara compuestos bioactivos, aumentando la actividad
antioxidante bioaccesible en un jugo combinado de tuna, sin alterar los compuestos

encontrados en el mismo.
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IV. OBJETIVOS.
4.1 Objetivo general.

Estudiar los compuestos fendlicos, actividad antioxidante y bioaccesibilidad in vitro de un
jugo combinado de tuna termoultrasonicado.

4.2 Objetivos especificos.

e Elaborar un jugo de tuna combinado (tuna verde + tuna purpura) termoultrasonicado
y pasteurizado.

e Evaluar compuestos antioxidantes (Polifenoles, acido ascérbico y betalainas) y
actividad antioxidante (ABTS®" y DPPH) de jugos.

e Obtener tres extractos por disolventes (hexano, acetato de etilo y metanol) a partir
de los jugos.

e Medir actividad antioxidante de los extractos.

e Aislar metabolitos mayoritarios del extracto con mayor actividad antioxidante.

e Determinar la estructura de los metabolitos mediante Resonancia Magnética
Nuclear.

e Evaluar la bioaccesibilidad de compuestos antioxidantes y actividad antioxidante

del jugo combinado de tuna.
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V. MATERIALES Y METODOS.
En la figura 9 se describe el disefio metodoldgico utilizado en este trabajo.

Fueron proporcionadas por
el Consejo Mexicano del
Nopal y la Tuna (Actopan
Hidalgo, México)

Obtencién
de fruta

y «Control
El?jbqracmn «Pasteurizado
€ Jugo «Termo ultrasonicado

Actividad | “PPPH
antioxidante *ABTS
+Actividad quelante

Compuestos fAcido ascérbico
antioxidantes kFenoles totales

* Fraccion no dializada (no
bioaccesible)

in vitro

Bioaccesibilidad ] « Fraccion dializada (Bioaccesible)

- DPPH
« ABTS
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Cromatografia
a Acetato i en columnay
4 de etilo D cromatografia
rapida.
Obtencién de Medir propiedad Obtencién
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Figura 9. Disefio Metodoldgico
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5.1 Elaboracion del jugo y tratamientos

Las tunas (Opuntia ficus-indica) fueron proporcionadas por el Consejo Mexicano de Nopal
y Tuna (CoMeNTuna), ubicado en Actopan, Hidalgo; México. Se utilizaron la mezcla de
dos variedades de tuna (Reyna y Rojo pelén) de tal manera que se aprovechen las
caracteristicas sensoriales, nutricionales y funcionales de ambas variedades. Para la
elaboracién del jugo, se emple6 una licuadora industrial (38BL52-LBC10, Waring
Commercial®, USA), posterioirmente se separaron las semillas con un colador; el jugo de
tuna verde se clarificd mediante centrifugacion (Allegra 25™, Beckman Coulter, USA) a
10000 rpm durante 15 minutos. Se realiz6 tratamiento de pasteurizado convencional (Past)
a 70°C por 30 minutos, en donde 400 mL de jugo se introdujeron en un recipiente de doble
pared, en el cual circulaba agua a temperatura controlada de 70+1 °C utilizando un bafio de
agua (LSI-3016% Cole Parmer, USA) (109) y por termoultrasonido (TUS) (VCX-1500,
Sonics & Materials, Inc. Newtown, USA), aplicando una amplitud de 80% usando una
sonda de 13 mm, con periodos de pulso de 2 segundos encendido y 4 segundos apagado,
durante 15 min a una temperatura controlada de 45+1 °C, utilizando el mismo recipiente.

Un jugo sin tratamiento se utilizé como muestra control (Ctl).
5.2 Compuestos antioxidante y capacidad antioxidante
5.2.1 Determinacion de &cido ascorbico.

Para la determinacion de acido ascorbico, se emple6 el método colorimétrico, utilizando el
reactivo DCPI (2,6 diclorofenolato sddico), que tiene una coloracion azul-violeta y al
reaccionar con el acido ascorbico, ocurre una decoloracion a rosa tenue o incoloro. Se
prepararon las siguientes soluciones: DCPI, amortiguador de acetatos al 1 M con pH de 6y
solucién de acido ascorbico. Se efectuaron concentraciones a partir de la solucion de acido
ascorbico: 0, 10, 20, 30, 40, y 50 mg/L, se tomaron 100 uL de cada concentracion para la
obtencién de la curva estandar. La técnica para la curva y la muestra de estudio se realiz
vertiendo 100 pL de la muestra previamente diluida, 100 uL de amortiguador de acetatos y
800 pL de DCPI, se determind la absorbancia (Abs) a 520 nm y se utilizo &cido oxalico
como blanco al 0.4% (110). Los resultados se expresaron como miligramos de &cido

ascérbico por litro (mg AA/L).
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5.2.2. Determinacion de polifenoles totales.

Para la determinacion de polifenoles totales (PT) se realizé por el método Folin-Ciocalteu,
el cual es un reactivo que mezcla los acidos fosfotugstico y fosfomolibdico, la cual es
reducido a 6xidos azules de tungsteno y molibdeno durante la oxidacién fendlica, esta
reduccion ocurre bajo condiciones alcalinas mediante la presencia de carbonato de sodio.
Las muestras fueron filtradas (Oasis® RHLB 3cc, Waters, USA). Se realizé una curva
estandar de la concentracion de compuestos fendlicos, por lo que se prepard una solucion
con 400 mg de acido géalico por litro de agua desionizada. A partir de esta solucién se
prepararon las siguientes concentraciones: 0, 100, 200 y 300 mg/L para la obtencién de la
curva estandar. La técnica para la curva estandar y la muestra de estudio consistio en tomar
100 pLL de muestra, verter 100 pL de solucion de Folin-Ciocalteu y 400 puL de solucion de
carbonato de sodio al 7.5%. Las muestras se agitaron en vortex y Se reposaron a
temperatura ambiente durante 30 min, se realizé la lectura de Abs a 765 nm al finalizar
dicho tiempo (111). Los resultados se reportan como miligramos equivalentes de &cido

galico por litro (mg EAG/L).
5.2.3 Determinacion de Betalainas

El contenido de betacianinas y betaxantinas se determind por miligramos equivalentes de
betanina por litro (mg EB/L) y como miligramo equivalente de indicaxantina (mg EI/L)
respectivamente. Las betacianinas se midieron a una Abs de 535 nm y las betaxantinas a

484 nm, de acuerdo con la ecuacion (59):

Contenido de betacianinas o betaxantinas = [(A x FD x PM x 1000/€ x 1)]

Donde:

A = Absorbancia de 535 0 480 nm.

FD = Factor de dilucion.

PM = Peso molecular (Betacianina = 550 g/mol; Betaxantina = 308 g/mol).

€ = Coeficiente de extincion (Betacianinas = 60,000 L/mol; Betaxantinas = 48,000 L/mol.

| = Ancho de la microcelda del espectrofotometro (1 cm).
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5.2.4 Determinacion de la actividad antirradicalaria por el método DPPH.

Para la determinacion de actividad antirradical se emple6 el método DPPH (2,2-Difenil —1-
Picril hidrolizado), el cual es un radical libre estable que en una solucién etanélica que
presenta una coloracion violeta intenso, si a esta solucion se le agrega una sustancia
susceptible de atrapar radicales libres (Trolox), el electrén no apareado del DPPH se aparea
e inmediatamente presentara una decoloracion que puede ir hasta un tono amarillo. Se
elaboré la solucién de DPPH al 0.07% en metanol y una solucion de Trolox, la cual es la
molécula de referencia, con la que se obtuvo una curva estandar con las siguientes
concentraciones en etanol: 0, 50, 100, 200 y 300 umol Trolox/L. Para realizar la técnica
para la curva y la muestra de estudio, se vertieron 100 pL de la muestra diluida y 500 pL de
la solucion de DPPH, se agitaron en vortex y se reposaron a temperatura ambiente durante
60 min, transcurrido el tiempo se centrifugaron a 10,000 rpm/5 min, a 4 °C y se midio la
Abs del sobrenadante a 520 nm (112). La actividad antioxidante por DPPH se reporto en

umol equivalente de Trolox por litro (umol ET/L).
5.2.5 Determinacion de actividad antioxidante por ABTS®".

Para esta determinacion se preparé una solucion de ABTS®*" (Acido 2,2’ Azinobis-3-
etil-benzotiazolin-6-sulfonico) al 7 mM/L con persulfato de potasio al 2.45 mM/L, se
incubd durante 16 h a temperatura ambiente en la oscuridad y transcurrido el tiempo, se
diluy6 en agua desionizada hasta obtener una absorbancia de 0.7+0.9. Posteriormente se
tomaron 20 pL de muestra y 980 pL de la dilucion de ABTS®", se dejo reposar 7 min, la
Abs se midi6 a 754 nm (113), la cual fue comparada con una curva estandar de &cido
ascérbico a concentraciones de 0, 10, 20, 30, 40 y 50 umol/L. La capacidad antioxidante se
expres6 como pumol de equivalentes de vitamina C por cada litro de jugo (mg EVCI/L)
(113).

Todas las absorbancias se realizaron utilizando un lector de microplacas Power Wave XS
UV-Biotek, software KC Junior, USA.
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5.3 Determinacion de bioaccesibilidad intestinal in vitro de compuestos

antioxidantes.

La bioaccesibilidad intestinal in vitro de los compuestos antioxidantes y capacidad
antioxidante, fue determinada mediante una fase inicial de simulacion de digestion
intraluminal, seguida por una fase de dialisis simulando la absorcion intestinal. Lo anterior
se llevé a cabo utilizando un modelo de digestion in vitro, siguiendo el método descrito por
Miller y colaboradores, (1981) con algunas modificaciones (Trinidad y col., 1996). 500 mg
de muestra fueron manualmente homogenizados en 20 mL de agua, y se ajustd a un pH de
2 con HCI 6 M. La muestra con 120 pL de pepsina (40 mg pepsina -Sigma Aldrich P-7000
por mL de HCL 0,1 M), fue incubada en un bafio de agitacion (Lab Tech,, LSI-3016%
USA) a 37 °C por 2 h. Después de la incubacion, se agregaron 1,5 mL de una disolucion
bilis-pancreatina, la cual se elabor6 con 5 mg de enzima pancreatina (P-1750 Sigma
Aldrich), 25 mg de bilis porcina (B-8631 Sigma Aldrich) con un mL de NaHCO; 0,1 M.
Las muestras digeridas por las enzimas fueron colocadas en una bolsa de dialisis con
tamafo de corte de 12 KDa, y fueron dializadas en una solucion de bicarbonato de sodio
(pH 7,5) durante 12 h.

Los valores de bioaccesibilidad de los compuestos antioxidantes (fendlicos, acido ascérbico
y betalainas) y capacidad antioxidante (DPPH y ABTS) de las tres muestras (control,
pasteurizado y TUS), fue determinada como la diferencia de los pardmetros obtenidos antes

y después del tratamiento de digestion in vitro (muestra dializada) (114, 115).
5.4 Aislamiento e identificacion de metabolitos secundarios
5.4.1 Obtencion de extractos

Se procedid a obtener los extractos de jugo liofilizado por hexano, acetato de etilo (AcOEt)
y metanol (MeOH), mediante la dilucion de 500 g de muestra en 1 L del disolvente,
posteriormente se agitd, y sometio a filtrado y concentrado en rotavapor (BUCHI
Labortechnik AG CH-9230, Suiza).
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5.4.2 Obtencion de compuestos puros

Los extractos obtenidos fueron sometidos a separacion mediante cromatografia en columna
y cromatografia rapida, para obtener metabolitos puros. Utilizando columnas de 2 cm de
diametro interno y silice gel (Sigma-Aldrich) con un poro de 60 A, con tamafio de particula
de 40-63 um. Estas sustancias se analizaron mediante métodos fisicos, quimicos y
espectroscopicos, principalmente Resonancia Magnética Nuclear (RMN) de ‘H y *3C,
incluyendo experimentos de naturaleza de carbono (APT; Attached Proton Test),
acoplamiento entre protones (COSY, correlation spectroscopy; NOESY, Nuclear
Overhauser effect spectroscopy), acoplamiento entre protones y carbono trece a uno
(HETCOR, heteronuclear correlated spectroscopy; HMQC, Heteronuclear Multiple
Quantum Coherence) y a dos y tres enlaces (HMBC, Heteronuclear Multiple Bond
Coherence) (116) , utilizando un espectrometro (Jeol Eclipse 400, USA).

5.5 Analisis Estadistico

Se asumieron como variables independientes: los tratamientos dados al jugo (control,
pasteurizado, y termoultrasonicado); variables dependientes: compuestos fenolicos totales,

acido ascorbico, pigmentos, actividad antioxidante por ABTS®" y DPPH.

Se aplico un andlisis de varianza (ANOVA) y una comparacion de medias para determinar
diferencias entre tratamientos. También se realizd un estudio de correlacion bilateral, para
encontrar diferencias estadisticamente significativas entre el jugo inicial y después de ser
sometidos a un modelo de digestion in vitro. Todas las pruebas fueron realizadas por

triplicado, asumiendo varianzas iguales por Tukey (p< 0.05) con el Software SPSS V-15.0
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V1. RESULTADOS Y DISCUSION
6.1 Actividad Antioxidante de Jugos.
6.1.1 Acido Ascorbico

Los valores de la muestra control (286 mg EAA/L) fueron més altos (p < 0.05) comparados
con las muestras del jugo pasteurizado y el termoultrasonicado (259 y 236 mg EAAJL,
respectivamente) (Tabla 11). La concentracion de acido ascorbico encontrado en este
estudio, fue menor a los reportados en jugo sonicado de tuna verde y parpura no clarificado
(510 mg EAA/L y 352 mg EAAJL, respectivamente) (101, 117), cabe mencionar que estos
estudios se realizaron por ultrasonido ademas de no haber sido clarificado, a diferencia de
este estudio que fue parcialmente clarificado, esto permite tener un jugo con mejores
caracteristicas sensoriales, pero al mismo tiempo disminuye la cantidad de compuestos
bioactivos (118).

El jugo pasteurizado presentd valores menores a los encontrados en jugo control, pero
mayores a los del jugo TUS (p<0.05). La disminucion de acido ascorbico durante la
pasteurizacion, puede ser debido a que este es un compuesto termolabil en presencia de
oxigeno, obteniendo una degradacion por via aerébica a acido 2,3-dicetogulonico, el cual es
una reduccion irreversible del acido ascorbico, oxidaciébn que es predominante a

temperaturas superiores de los 60 °C (119).

La pérdida de &cido ascorbico también ha sido reportada en jugo de jitomate y naranja
sonicados (120, 121), esta disminucion se debe principalmente a reacciones sonoquimicas y
a las condiciones fisicas extremas que ocurren durante la sonicacion. Se ha reportado que
iones de hidrégeno (H"), radicales libres (O, OH ™, HO,) y peroxido de hidrégeno (H.0,),
son formados durante la sondlisis de moléculas de agua presentes en jugos de diferentes
frutas y verduras (122). De esta forma, la degradacion de acido ascérbico puede estar
relacionado con las reacciones de oxidacidn, promovidas por la interaccién de radicales
libres formados durante la cavitacion, obteniendo una degradacion de &cido ascorbico a
acido dehidroascérbico (119), el cual también tiene una fuerte actividad fisiolégica, debido

a que las células del cuerpo humano reduce facilmente el &cido dehidroascérbico a acido
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ascorbico, por reduccion enzimatica o reduccion por glutation, el cual queda disponible
para su reuso (123). Esto aunado con las temperaturas controladas utilizadas durante la
termoultrasonicacion, podrian ser las responsables de una mayor pérdida de &cido ascérbico
que en la muestra pasteurizada. Por otro lado, se ha reportado una mejor conservacion y
aumento del &cido ascérbico durante una vida de anaquel de hasta 28 dias en jugo de tuna
pUrpura termoultrasonicado, lo que lo haria una tecnologia de conservacién de jugos dptima
(109).

Tabla 11. Compuestos antioxidantes y actividad antioxidante de jugo combinado de tuno con
diferentes tratamientos

Determinacion Control Pasteurizado TUS

Acido Ascérbico

EAAL 286.4+10.8° 259.4+10.8° 236.8+3.1%
mg
Polifenoles totales b
EAG/L 411.5+7.9% 499.6+23.1 575.8+11.1°
mg
Betacianinas b
] 371.51+8.8 335.6+4.6% 392.78+4.1°
mgE betanina/L
Betaxantinas b b
o ) 176.07+1.2 164.52+2.72 176.42+0.4
gE indicaxantinas/L
ABTS*" A
EVCIL 30.5+0.9% 35.8+0 39.540.3°
mg
DPPH "
ETIL 426.8+29.9° 434.3+16.6° 673.8+41.6
LMo

¢ Diferentes letras indica diferencia significativa por Tukey (p < 0.05) entre los jugos en la

misma determinacion.

6.1.2 Polifenoles Totales

El contenido de polifenoles totales se muestra en la tabla 11, donde la muestra control

presentd los valores mas bajo (411 mg EAG/L), mientras que la muestra de jugo
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pasteurizado mostré un aumento del 21% comparado con jugo control (p < 0.05). La
muestra termoultrasonicada tuvo un aumento estadisticamente significativo, comparado con
el jugo control, del 40% a valores de hasta 575 mg EAG/L (Tabla 11). Dicho aumento ya
ha sido reportado en jugos de uva y manzana sonicados (82, 83), en jugo de tuna sonicado,
se reportd un aumento de polifenoles totales del 25% en jugo de tuna parpura y del 39% en
jugo de tuna verde, después de someter el jugo a sonicaciéon, y de 35% por
termoultrasonicacion en jugo de tuna purpura (101, 109, 117). Este aumento es debido que
durante el ultrasonido se generan microburbujas, las cuales implosionan y alteran la pared
celular bioldgica y enlaces que pueden existir entre compuestos fendlicos y hemicelulosa,

lignina y pectina, liberando compuestos bioactivos (124, 125).

Respecto al aumento de compuestos fendlicos en la muestra pasteurizada, se ha encontrado
que al someter un extracto de naranja china a altas temperaturas, aumentaba
considerablemente la cantidad de compuestos fendlicos polares y no polares, esto debido a
la posible destruccion de la pared celular que contiene estos compuestos (126). De igual
forma, se ha encontrado, que la mayoria de los compuestos fendlicos encontrados en vino
son estables a temperaturas mayores de 100°C, temperaturas que no se alcanzaron en el

jugo pasteurizado en este estudio (127).
6.1.3 Betalainas

Como ya se menciond anteriormente, las betalainas son un grupo de pigmentos que se
encuentran en los frutos de Opuntia spp. En un estudio donde evaluaron tunas mexicanas
comerciales, reportaron una concentracion de 50-144.4 EB/L, mientras que de
indicaxantinas presentaron valores de 80-240 EI/L (128). Todas las muestras estudiadas,
mostraron mas del doble de betacianinas de 335 a 392 mg EB/L, y las indicaxantinas se
encontraron en los parametros antes mencionados (Tabla 11). Por lo que la combinacion de
ambas tunas permitid una alta concentracion de betacianinas. Comparando con el fruto de
la pitahaya el cual se ha reportado como un fruto rico en betalainas (199 mg EB/L y 147 mg

EI/L), el jugo de tuna combinado tiene mayores concentraciones.

El jugo termoultrasonicado obtuvo valores significativamente elevados de betacianinas

comparados con los jugos control y pasteurizado (392 mg, 371 mg y 335 mg EBI/L,
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respectivamente). Mientras que en indicaxantinas, los jugos control y termoultrasonicado
fueron similares, presentando valores altos comparados con el jugo pasterizado (Tabla 11).
Estos resultados pueden ser debido a que las betalainas son moléculas termolabiles, y su
descomposicion sigue una reaccion de primer orden en un intervalo de pH 3.5 a 7 (129).
Por lo que la combinacién de temperatura y ultrasonido, reduce la necesidad de altas
temperaturas de un 25% hasta un 50%, disminuyendo los cambios de coloracion (130), lo
que da como resultado un jugo con mayor concentracion de pigmentos, que el jugo tratado

con pasteurizacion.

Los resultados encontrados en este estudio son mayores a lo reportado en jugo de tuna
purpura termoultrasonicado, en donde encontraron menor concentracion de betalainas en el
jugo termoultrasonicado (109). Esto quiza debido a que el jugo utilizado en este trabajo fue

parcialmente clarificado, permitiendo una mayor concentracion de betalainas.

6.1.4 Actividad Antioxidante.

Como se observa en la tabla 11, el jugo termoultrasonicado fue el que contd con mayor
actividad antioxidante (39 mg EVC/L por ABTS®*" y 673 pumol ET/L por DPPH). Este
comportamiento también fue reportado en jugos de tuna sonicados y termoultrasonicados,
en los que estipularon que el incremento de actividad antioxidante se debe a la amplitud
utilizada y al tiempo sometido al ultrasonido (101, 109). Al mismo tiempo que la actividad
antirradical en la tuna, al igual que en otros frutos, es el resultado de la suma de todos los
compuestos antioxidantes contenidos como la taurina, acido ascérbico, compuestos

fendlicos y betalainas (131).

Son mdltiples autores los que discuten que el responsable de hasta el 15% de la actividad
antioxidante es debido a la presencia de acido ascorbico (132), otros indican que el
responsable principal son los polifenoles totales (133, 134), mientras que en otros estudios
no encuentran correlacion alguna entre los compuestos y la actividad antioxidante (135). En
la tabla 12 se puede observar que existio correlacion positiva entre la actividad antioxidante
por DPPH vy los polifenoles totales (r=0.820, p<0.01) y betacianinas (r=0.726, p<0.05), y la
actividad antioxidante por ABTS tuvo correlacién con polifenoles totales (r=0.959,

p<0.01), por lo que se puede inferir que los polifenoles totales son los principales
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responsables de la actividad antioxidante del jugo combinado de tuna. Respecto a acido
ascorbico, este presentd una correlacion negativa con la actividad antioxidante por DPPH y
ABTS (r=-0.778, p<0.05 y r=-0.912, p<0.01, respectivamente), por lo que el &cido
ascorbico disminuy6 mientras que la actividad antioxidante aumentaba, por otro lado, se ha
encontrado que existiria correlacion positiva entre acido ascérbico y actividad antioxidante
siempre y cuando se tratara de un fruto citrico, como lo es el limdn, la naranja y la toronja,
esto debido a su alto contenido en este &cido, por lo que no se esperaria un correlacion
positiva entre actividad antioxidante y el &cido ascorbico en el jugo de tuna debido a su
bajo contenido en este compuesto (136). Por ultimo, también existié correlacion entre
ambos métodos para medir actividad antioxidante (r=0.789, p<0.05), dicha correlacion ha
sido reportada para una gran variedad de frutos y bebidas, por lo que ambas
determinaciones son eficientes para un correcto célculo de la actividad antioxidante en jugo
de tuna (30, 31).

Tabla 12. Correlacidn entre compuestos antioxidantes y actividad antirradical en jugo de
tuna combinado

DPPH ABTS
Acido ascorbico -0.778 (*) -0.912(**)
Polifenoles Totales 0.820 (**) 0.959 (**)
Betacianinas 0.726 (*)
DPPH 1 0.789 (*)

**| a correlacion es significativa al nivel p<0.01* La correlacion es significativa al nivel
p<0.05.

6.2 Bioaccesibilidad intestinal in vitro

6.2.1 Actividad antioxidante y compuestos antioxidantes del jugo después de
digestion in vitro
Como ya se menciond anteriormente, los frutos de Opuntia ficus indica son una fuente
importante de compuestos con actividad antioxidante. Dentro de estos compuestos destacan

el &cido ascorbico, polifenoles como el kaempferol e isorhamnetina, y los pigmentos
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conocidos como betalainas (20, 59). Las tunas purpuras cuentan con mayor actividad
antioxidante y concentracion de los compuestos bioactivos, comparados con los de la tuna
verde (54).

Debido a su contenido en compuestos bioactivos, es importante conocer el porcentaje de los
mismos que puedan ser bioaccesibles. Los estudios de bioaccesibilidad in vitro son simples,
rapidos, de bajo costo y pueden predecir la biodisponibilidad relativa en estudios del
procesamiento en alimentos (102).

6.2.1.1. Acido Ascorbico

Las muestras en este estudio presentaron diferencias estadisticamente significativas (Tabla
13), siendo el jugo TUS el que mostré la mayor cantidad de acido ascorbico bioaccesible
(150 mg EAA/L). EI jugo control, arrojo valores menores al jugo TUS pero mayores al
jugo pasteurizado, de 143 mg EAA/L y 124 mg EAAJL, respectivamente (p<0.05).
Estudios en pacientes sanos que consumieron jugo de naranja fresco y sometido a campos
eléctricos, para determinar los efectos de este tratamiento sobre la biodisponibilidad in vivo
de &cido ascdrbico, hallaron incremento en el valor de &cido ascdrbico sérico, sin que
existiera diferencia significativa entre ambos grupos (137). Sin embargo, en este estudio in
vitro, el jugo de tuna tratado con TUS presentd mayor bioaccesibilidad de acido ascorbico.
Es posible que el tratamiento de termoultrasonido permita una mayor bioaccesibilidad de
acido ascorbico, debido a la liberacion de estos compuestos partir del rompimiento de
diferentes estructuras celulares, principalmente vacuolas, donde se encuentran contenidos

estos compuestos (70).

Por otro lado, en los tres jugos existié una disminucion en el porcentaje de acido ascorbico
bioaccesible, siendo el jugo TUS (63%) la muestra con mayor porcentaje, seguido por el
control (50%) y finalizando con el pasteurizado (47%) (p<0.05) (Figura 19). Los
porcentajes de bioaccesibilidad de acido ascoérbico en este estudio son mayores a los
reportados en jugo de marafidon y granada, sometidos a un modelo de digestion in vitro, con
una bioaccesiblidad del 25% y 5% de acido ascérbico, respectivamente (138, 139), esta
disminucidn en el &cido ascdrbico bioaccesible, pudiera ser debido a la baja estabilidad del
compuesto a los cambios de pH y a la presencia de oxigeno durante el proceso

gastrointestinal (138, 139), lo que provocaria la oxidacién del acido ascérbico (123).
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Tabla 13. Comparacion de compuestos antioxidantes y actividad antioxidante de jugo
combinado de tuna antes y después de digestion in vitro.

L Digestié .
Determinacion _|ge§t|on Control Pasteurizado TUS
In vitro
AA Antes  286.4+10.8*** 250.4+10.8%** 236.8+3.1%**
(Mg EAAIL) " Despugs  143.58+1.68°  124.43t0.97°  150.55+0°
PT Antes  A11.5+7.9%%%  490.6+23.1%** 575.8+11 1%**
(MG EAGIL)  “Después  342.01¢1.25°  2455+1.25¢  312.90+7.112°
BC

Antes  371.51+8.8***  335.6+4.6*** 302.78+4.1***
Después 192.6+1.1° 170.49+1.99°  188.49+1.81°

(mg E betanina/L)

BX
(mg E Antes 176.07£1.2*%**  164.52+2.7*** 176.42+0.4***

indicacaxantinas/L) Después  129.74:0.77°  107.92+0.63" 128.47+1.14°

ABTS™ Antes 30.5+0.9%%%  35.840%** 39.5+0,3%*
(mg EVCIL) Después  17.64+.49° 15.03+1.03°  26.16+0.84°

DPPH Antes 426.8+29.9*** 434 3+16.6*** 673.8+41.6**
(umol E Trolox/L)  Después  297.75+17.82°  220.97+8.67° 391.8+2.4°
AA: Acido Ascorbico en PT; Polifenoles Totales, BC; Betacianinas, BX; Betaxantinas

Promedios con diferentes simbolos son estadisticamente significativos (** = p < 0.001; ***
= p <0.0001), entre el jugo antes y después de digestion in vitro. *° Diferentes letras indica
diferencia significativa (p < 0.05) entre tratamientos.

6.2.1.2 Compuestos Fendlicos Totales
La absorcion intestinal de polifenoles es muy variada, lenta e incompleta dependiendo el
tipo de fenol que se consuma, siendo la quercetina y keampferol absorbidos extensamente
en el intestino. Otros, permanecen intactos hasta el colon, donde tienen otras funciones
fisiologicas, impactando en la salud del colon, seleccionando las bacterias probidticas e

inhibiendo la proliferacion de células cancerosas, entre otras (108).

Los fenoles mayoritarios en tuna son la quercetina y el keampferol (20), por lo que los
principales constituyentes fendlicos de esta fruta son altamente bioaccesibles en intestino
(108). El jugo TUS tuvo una bioaccesibilidad en polifenoles totales de 312.90+7.112

EAG/L (Tabla 13), la muestra control fue la que obtuvo una mayor bioaccesibilidad de
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polifenoles totales (342 mg EAG/L), mientras que la muestra pasteurizada fue en la que se
encontr6 menor bioaccesibilidad (245 mg EAG/L) (p < 0.05). La disminucion de
polifenoles totales después de que la muestra fue sometida a ultrasonicacién y a un proceso
de digestion in vitro, ha sido reportada en pulpa de jitomate, donde se comenta que el
ultrasonido promueve la formacion de nuevas redes de hidrdgeno, lo que provocaria la
unién de fenoles liberados a estas nuevas redes, inhibiendo la bioaccesibilidad de estos
compuestos en muestras tratadas con dicha tecnologia (140).

El metabolismo de los polifenoles inicia principalmente en el estomago y la mayor parte en
el intestino delgado, donde se presentan algunas reacciones para su liberacién. La transicion
del medio estomacal al intestinal induce a cambios estructurales de las compuestos
fendlicos (hidroxilacion, glicosilacion, acilacion). Por otro lado, el grado de polimerizacion
y la solubilidad, son elementos para determinar la bioaccesibilidad de los polifenoles. La
relacion de estos factores conlleva a una mayor absorcion y metabolismo y a la formacion
de metabolitos como é&cido galico, isoflavonas, catequinas, flavononas y quercetina

sustancias con actividad bioldgica importante (130,132).

El porcentaje de polifenoels totales bioaccesibles obtenidos en la muestra control (83%),
son similares a los reportados en la bioaccesibilidad in vitro de polifenoles de pulpa de tuna
verde y purpura, donde se encontraron porcentajes de entre 69-83% (60). Sin embargo, son
varios los estudios en los que se encuentran porcentajes de bioaccesibilidad de polifenoles
menores que los encontrados en este estudio, siendo estos realizados en diferentes frutos
como lo son manzana, uva y naranja. Este comportamiento es quiza debido a que algunos
polifenoles se encuentran unidos a compuestos macromoleculares que no son digeribles,
como pueden ser fibras insolubles (141-143), o que pueden formar minerales complejos,
disminuyendo ain mas su solubilidad (138). Algunos autores establecen que una parte de la
degradacion de estos compuestos se debe a la transicidn de la acidez gastrica hacia el medio
alcalino intestinal, que ocasiona un cambio en la polaridad de los fenoles asi como la union
a otras sustancias (107, 144, 145) y el impedimento en el paso de moléculas de mayor
tamafio por la barrera de la membrana de celulosa semipermeable (134). Razones por las

que pudiera existir una disminucion en la bioaccesibilidad de los polifenoles totales.
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Figura 10. Porcentaje bioaccesible de compuestos y actividad antioxidante. AA, Acido
Ascorbico; PT, Polifenoles Totales; BC, betacianinas; BX, Betaxantinas, Ctl, Control; Past,
Pasteurizado; TUS, Termoultrasonicado. **Diferentes letras indica diferencia significativa
(p <0.05) entre los tres tratamientos.

6.2.1.3. Betalainas

El estudio de las betalainas y sus beneficios hacia la salud, es un tema de reciente estudio,
debido a que son un grupo de pigmentos asociados con pocos alimentos como lo son las
tunas y el betabel (146). En la tabla 13 y figura 10 se pueden observar los valores y
porcentajes de pigmentos obtenidos en los jugos después de ser sometidos a un modelo de
digestién in vitro. El jugo TUS presento la mayor cantidad de betacianinas bioaccesibles
(396+4.1 mg EB/L), seguido por el jugo control (371+8.8 mg E betanina/L), obteniendo los
menores Vvalores en el jugo pasteurizado (335+4.6 mg EB/L) (p < 0.05). Las betacianinas no
presentaron diferencia significativa entre los tres jugos, existiendo entre 48% y 51% de
betacianinas bioaccesibles.

Por otro lado, las betaxantinas bioaccesibles en los jugos control y TUS no mostraron

diferencias estadisticamente significativas, con valores de 176+1.76 mg EI/L, siendo el
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jugo pasteurizado el que tuvo la menor cantidad de betaxantinas bioaccesibles (164+2.4 mg
EI/L), al mismo tiempo, en los jugos control y TUS se hallaron mayores porcentajes de
betaxantinas bioaccesibles, sin presentar diferencias estadisticamente significativas, entre
70% y 72%. Estos resultados concuerdan con estudios de bioaccesibilidad in vivo e in vitro
realizados con jugo de tuna y otros alimentos italianos ricos en betalainas (147, 148).

La disminucion en pigmentos bioaccesibles puede ser debido a que las betalainas son
estables a un pH de entre 3.5 y 7. Durante el modelo de digestién in vitro, la muestra se
somete a ambientes muy &cidos, lo que produce la descarboxilacion de la molécula y la
formacion de nuevos productos (149). Por otro lado, también se observd que las
betacianinas presentaron menor bioaccesibilidad. Lo anterior, debido a que las
indicaxantinas son mas estables que las betacianinas durante el proceso digestivo y que es
una molécula soluble en el tracto digestivo. Estos resultados fueron similares a aquellos
hallados en betabel en estudios in vivo, donde la bioaccesibilidad de betaxantinas (76%) fue
mayor a aquella del de las betacianinas (3.7%). Es posible que la estabilidad de la molécula
juega un rol importante durante su absorcién in vivo (147). Por otro lado, la presencia de
glucosidasas y otras enzimas a nivel intestinal y/o los mecanismos de captacion intestinal
que no pueden ser 100% reproducidos en un modelo in vitro, podrian ser la causa por la que
se hallan porcentajes de bioaccesibilidad de betacianinas mayores que aquellos realizados
in vivo (148).

Por dltimo, el jugo pasteurizado presento valores de bioaccesibilidad menores (p < 0.05),
puede ser debido a que durante el proceso de pasteurizacion puede llevar a la degradacion
de estos compuestos disminuyendo la cantidad de compuestos bioactivos bioaccesibles
(149).

6.2.1.4 Actividad Antioxidante
La actividad antioxidante disminuy6 en los tres jugos después del proceso digestivo. El
jugo TUS obtuvo los valores més altos por ABTS y DPPH (26.16 mg EVC/L y 391.8 u
mol ET/L, respectivamente). Esto se debe a que el tratamiento de termoultrasonido genera
el rompimiento de membranas de las vacuolas, liberando compuestos con actividad
antioxidante que pudieran ser bioaccesibles en esta muestra TUS (70). Dicha disminucion

fue mayor en el jugo pasteurizado, el cual fue mas del 50% de su actividad antioxidante
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medido por ABTS y DPPH. El jugo control tuvo una pérdida del 44% por ABTS y 31%
por DPPH, y el jugo tratado por termoultrasonicado tuvo una menor pérdida del 34% y
42% (p<0.05) por ABTS y DPPH, respectivamente (Figural0).

La disminucion de actividad antioxidante durante el proceso de digestion in vitro ha sido
reportado en diferentes estudios. Esta disminucion es debido a la correlacion que pudiera
existir entre los compuestos con actividad antioxidante y la actividad antioxidante total,
debido a maltiples razones como son cambios de pH, formacion de compuestos
macromoleculares no dializables, cambios de estructura, etc. (60, 107, 138, 141-143, 149).
Por lo que la pérdida ya reportada con anterioridad de &cido ascorbico, polifenoles totales y

betalainas, supondria una disminucion de actividad antioxidante.

Como ya se habia mencionado, son multiples los estudios en los que se discute la
correlacion de los compuestos con capacidad antioxidante y la propia actividad
antioxidante, especialmente entre el acido ascorbico y los polifenoles totales contenidos en
el alimento (132-135). En estudios previos de bioaccesibilidad in vitro de pulpa de tuna, se
hallé correlacion entre la actividad antioxidante y los polifenoles (60), sin embargo como se
muestra en la tabla 14, se puede observar que existe correlacion entre la actividad
antioxidante por DPPH y pigmentos (betacianinas r=0.715, p<0.05; betaxantinas r= 0.794,
p<0.05) y é&cido ascorbico (r= 0.929, p<0.01), mientras que por ABTS solo existe
correlacion con el acido ascorbico (r=0.713, p<0.05), por lo que se puede inferir que el
acido ascorbico es el mayor contribuyente de la actividad antioxidante bioaccesible en este

estudio.

Tabla 14. Correlacion entre compuestos antioxidantes y
actividad antirradical después de digestion in vitro

DPPH ABTS
Acido ascorbico 0.929 (**) 0.713(*)
Betacianinas 0.715 (*)
Betaxantinas 0.794(*)

**_a correlacion es significativa al nivel p<0.01. * La

correlacién es significativa al nivel p<0.05.
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6.3 Extractos.
6.3.1 Rendimiento y Actividad Antioxidante

Los jugos control, pasteurizado y TUS fueron liofilizados, de los cuales se obtuvieron 90%
de humedad. De estos jugos liofilizados, se realizaron extracciones por disolventes, hexano,
acetato de etilo (AcOEt) y metanol (MeOH). En la tabla 15 se ilustran los rendimientos de
las extracciones, se puede observar que la muestra tiene una buena solubilidad en solventes
polares (MeOH), por lo que se tiene un mayor rendimiento, y poca solubilidad en solventes
medianamente polares y no polares como el ACOEt y Hexano. Lo que indica la presencia

de sustancias de mediana y alta polaridad.

Tabla 15. Valores de rendimiento de extractos por disolvente de jugos liofilizados (g/50g).

Tratamiento Hexano AcOEt MeOH Residuo

Control 0.009 £0.002°  0.028 +0.010° 44.735+1.400°  3.580 + 0.610"
Pasteurizado 0.012 £0.003°  0.039 +0.010° 43.307 + 1.600°  3.010 # 0.580"

TUS 0.024 £0.003°  0.041 £0.020° 41.605 + 1.300°  3.350 # 0.490"

*d Diferentes letras indica diferencia significativa por Tukey (p < 0.05) entre las

extracciones de jugo liofilizado. AcOEt= Acetato de Etilo; MeOH= Metanol

La capacidad antioxidante de los extractos se muestra en las figuras 11 y 12, donde se
observa que existe un aumento conforme se utilizan disolventes con mayor polaridad. Para
la determinacién por ABTS, aumenta de 1.45 mg EVC/L en la extraccion de jugo
pasteurizado con hexano, hasta 50 mg EVC/L para la extraccion de jugo TUS extraido por
MeOH,; en el caso de la determinacion por DPPH aumenta de 16 pmol ET/L en el extracto
obtenido por hexano del jugo control, a 622 umol ET/L en el extracto de MeOH del jugo
pasteurizado, la mayor actividad antioxidante obtenidas en las extracciones de metanol es
debido, a que los compuestos antioxidantes tienden a ser mas polares(150), ya que estos
tienen un gran namero de enlaces polares, carbono-oxigeno-hidrdégeno, al mismo tiempo
que el metanol tiene la propiedad de formar puentes de hidrdgeno, lo que explica la gran

solubilidad de estos compuestos en solventes polares (151).
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Figura 11. Actividad Antioxidante por ABTS®" de extractos de jugos. *° Diferentes letras
indica diferencia significativa (p < 0.05) entre las extracciones. H= hexano; AcOET=
Acetato de etilo, MeOH= Metanol; Ctl= Control; Past= Pasteurizado; TUS=
Termoultrasonicado
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Figura 12. Actividad Antioxidante por DPPH de extractos de jugos. *° Diferentes letras
indica diferencia significativa (p < 0.05) entre las extracciones. H= hexano; AcOET=
Acetato de etilo, MeOH= Metanol; Ctl= Control; Past= Pasteurizado; TUS=
Termoultrasonicado

6.4 Fracciones

Debido a que la actividad antioxidante de la tuna es la suma de todos los compuestos
antioxidantes del fruto (131), se dividio el extracto con mayor actividad antioxidante por
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cromatografia de columna con silica gel, para encontrar los compuestos responsables de la
actividad, el cual fue el extracto metanodlico. La divisién se elabord con tres distintas
concentraciones de disolvente 1) AcOEt; 2) AcOEt:MeOH (1:1); y 3) AcOEt:MeOH (1:9),
para purificar y determinar dichos compuestos.

6.4.1 Rendimiento y Actividad Antioxidante de las fracciones

De la columna de cromatografia con silice gel, se obtuvieron tres distintas fracciones, en la
tabla 14 se ilustra el rendimiento y en las figuras 14 y 15 la actividad antioxidante de estas

fracciones.

Tabla 16. Valores de rendimiento de fracciones de extraccion metandlica (%)

Tratamiento Fraccion 1 Fraccion 2 Fraccion 3
Control 3.8+0.5° 81.71+3.1° 6.71+0.5
Pasteurizado 4.3+0.5° 84.755+3.4° 6.2+.06°
TUS 4.58+0.6° 78.87+3.8° 6.8+.03°

*’Diferentes letras indica diferencia significativa (p < 0.05) entre las fracciones.

En estas se puede observar, que la fraccion 1 presento valores estadisticamente mayores de
actividad antioxidante (265.68+44.28 mg E Vit C/L y 3238+114 pmol ET/L, para las
determinaciones de ABTS y DPPH, respectivamente) comparada con las fracciones 2
(5.68+0.04 mg E Vit C/L y 113.12+0.38 umol ET/L, para las determinaciones de ABTS y
DPPH, respectivamente) y 3 (48.25+2.58 mg E Vit C/L y 600.78+2.67 umol ET/L, para las
determinaciones de ABTS y DPPH, respectivamente), sin embargo es la fraccion con
menor rendimiento (Tabla 16), lo contrario sucede con la fraccion 2 cuyo rendimiento fue
el mayor pero su actividad antioxidante fue la que presentd los valores méas bajos, por lo
que primero se caracterizaron los compuestos en la fraccion dos para conocer los

compuestos mayoritarios.
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Figura 13. Actividad Antioxidante por ABTS®*" de fracciones de extracto metandlico. *°
Diferentes letras indica diferencia significativa (p < 0.05) entre las fracciones de extracto
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6.5. Descripcion de Compuestos Aislados

Para describir los compuestos de la fraccion dos, este se dividi6 mediante columna en gel
de silice utilizando AcOEt-MeOH (1:1). La muestra resultante se mantuvo en reposo a
temperatura ambiente en matraz durante 2 semanas, en donde se comenzaron a formar una
serie de cristales color blanco-transparente, estos fueron recuperados y lavados con MeOH,
siendo ésta la primera muestra obtenida (500 mg). Lo restante se mantuvo en reposo, hasta
obtener una sustancia viscosa semitransparente color amarillo (segunda muestra, 500 mg),

ambas muestras se sometieron a RMN, obteniendo como resultado dos disacaridos.
6.5.1. Disacéarido 1

El disacarido 1 (cristales blanco-transparente) fue sometido RMN de *H (400 MHz D-0)
(figura 16). Dos de sus regiones son tipicas, la primera entre 3.00 ppm y 3.75 ppm, la cual
cuenta con una serie de sefales, la segunda entre 4.40 ppm y 5.40 ppm, en la cual se
presentan las siguientes sefales: protones anomericos de las dos glucopiranosas, p-
glucopiranosa (4.48 ppm con J 8) y a-glucopiranosa (5.12 ppm con J 4). En el espectro de
RMN de *C (100 MHz D,0) se muestran los carbonos base de protén anomérico el de a-
glucopiranosa a 91.97 ppm y el de S-glucopiranosa a 96.78 ppm (figura 17). Sus datos
espectroscopicos (tabla 17) fueron comparados con los de la literatura (152),

correspondiendo a a-p-Glucopiranosil-(1—1)-4-p-glucopiranésido (a-4 trehalosa).
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Tabla 17. Datos espectroscopicos de RMN de *H a 400 MHz y *C a 100 MHz de a-D-

Glucopiranosil-(1—1)-$-D-glucopiranosido

Compuesto °C ppm "H ppm
a-Glucoripanosil
1 91.97 5.16
2 71.35 3.67
3 72.63 3.65
4 69.51 3.54
5 71.30 3.56
6 60.45 3.74
S-Glucopiranésido
1 96.78 4.48
2 74.00 3.15
3 75.62 3.38
4 69.46 3.28
5 75.82 3.31
6 60.52 3.71

Es la primera evidencia que existe de una o-p-trehalosa en jugo de tuna. En un estudio
realizado en Opuntia ficus-indica, se observo por primera vez la presencia de un glucano
neutral y dos fracciones de polisacaridos acidos de los cladodios de Opuntia ficus indica.
De la fraccion neutra solo una pequefia cantidad de glucano fue aislado, la cual no fue
suficiente para realizar una detallada caracterizacion estructural (153). En un trabajo mas
reciente, se aisld y caracterizo un disacarido novedoso en los frutos de Opuntia ficus indica
(L.) Miller, (1 — 4) -a-p-glucano (154), sin embargo no encontraron evidencia de un o-p

glucopiranosil (1 — 1) -f-p glucopiranosido que es la trehalosa aislada en este trabajo.
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6.5.2 p-sitosterol

La fraccion 1 de la extraccion metanolica (500 mg) se sometié a cromatografia en columna
de gel de silice, usando mezclas de hexano-AcOEt-MeOH en orden creciente de polaridad
como eluyente, aislandose una serie de cristales blancos en la fraccion 3 (15 mg), los cuales
fueron lavados cuidadosamente con hexano. En su espectro de RMN de *H (400 MHz
CDCl3) mostr6 sefiales de metilenos entre 0.6 y 1.2 ppm, una sefial de proton base de
hidroxilo en 3.5 ppm y una sefial de alqueno a 5.4 ppm (Figura 18). En el espectro de RMN
de *3C (100 MHz CDCl;) se observan sefiales correspondientes de los metilos presentes en
la molécula entre 11.8 y 20 ppm, en 121.79 ppm las sefales pertenecientes al carbono de
alqueno y el resto de las sefiales perteneciente a la molécula entre 21 y 43 ppm (Figura
189). Los espectros de RMN (tabla 18) fueron consistentes con los de la literatura (155) y

correspondieron a f-sitosterol.

El p-sitosterol es un esterol vegetal, que tiene una relativamente fuerte evidencia de un
efecto beneficioso sobre el riesgo de enfermedad cardiovascular (156), también puede jugar
un importante papel en la atenuacion de cancer de mama, préstata y colon, asi como un

papel quimioterapéutico (157, 158).
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Tabla 18. Datos espectroscopicos de RMN de *H a 400 MHz y **C 2100 MHz de 4

sitosterol en CDCl;

Posicion 8 °C ppm 8 H ppm (mult., J en HZ)
1 37.3 -
2 31.7 -
3 71.9 3.5 (m)
4 42.4 -
5 140.8 -
6 121.8 5.4 (m)
7 31.7 -
8 32.0 -
9 50.2 -
10 36.7 -
11 21.2 -
12 39.9 -
13 42.3
14 57.0
15 24.4
16 28.3
17 56.1
18 12.0 0.7 ()
19 19.5 1.0 (s)
20 36.2 -
21 18.9 1.0 (d, 7.1 Hz)
22 34.0
23 26.1
24 45.9
25 29.2
26 19.9 0.8 (M)
27 19.1 0.8 (s)
28 23.1 -
29 12.1 0.9 (M)
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VII CONCLUSIONES

e Comparado con el jugo control, el tratamiento por termoultrasonicado permite la
liberacion de compuestos con actividad antioxidante en el jugo de tuna combinado,
aumentando 40% la cantidad de polifenoles totales, 5% de betacianinas, 30% y 60%
de actividad antioxidante por ABTS y DPPH, respectivamente, existiendo pérdida
de los pigmentos (BT, 10%; BX, 7%) durante el proceso de pasteurizacion.

e Existi6 correlacion entre AA (r=0.778; p<0.05), FT (r=0.820; p<0.05) y BT
(r=0.726; p<0.05) con la actividad antioxidante por DPPH, y también de AA (r=
0.912; p<0.05) y FT (r=0.959; p<0.05) con la actividad antioxidante por ABTS, por
lo que estos compuestos son los responsables mayoritarios de la actividad
antioxidante del jugo de tuna combinado.

e Después de someter las muestras a un modelo de digestion in vitro, se observa que
existe una disminucion de hasta el 62% de AA, 50% de FT, 53% de BC, 35% de
BX, 58% de actividad antioxidante por ABTS y 52% de actividad antioxidante por
DPPH.

e A pesar de que los porcentajes bioaccesibles no eran los mayores, una elevada
cantidad de AA, BX vy actividad antioxidante por ABTS y DPPH, fueron
bioaccesible en jugo termoultrasonicado, por lo que la liberacion de compuestos
bioactivos durante el proceso de termoultrasonicacion, permite un aumento en la
concentracion de los compuestos bioaccesibles.

e El jugo pasteurizado cuenta con las menores cantidades de compuestos y actividad
antioxidante, asi como menores porcentajes de los mismos, por lo que el tratamiento
de pasteurizacién dafia los compuestos bioactivos, existiendo una menor cantidad de
los mismos en su bioaccesibilidad.

e Existe correlacion entre AA (r=0.929; p<0.05), BT (r = 0.715; p<0.05) y BX (r=
0.715; p < 0.05) con la actividad antioxidante por DPPH, y de AA (r=0.714;
p<0.05) con la actividad antioxidante por ABTS, asumiendo que dichos compuestos
son los principales responsables de la actividad antioxidante bioaccesible, siendo el

mayor contribuyente el AA en el jugo de tuna combinado
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De las 3 extracciones que se elaboraron a los jugos, hexano, AcOEt y MeOH, los
compuestos con mayor actividad antioxidante de los jugos son polares, debido a que
la mayor actividad antioxidante se encuentra en los extractos metandlicos (3800 p
mol ET/L y 400 mg EVCI/L), al mismo tiempo que es la extraccion con mayor
rendimiento (MeOH, 44g, de 50 g de jugo liofilizado).

El extracto metandlico se pudo dividir en 3 fracciones, la fraccion menos polar es la
que obtuvo valores mas altos de actividad antioxidante (DPPH, 3800 umol ETI/L;
ABTS, 400 mg E vit C/L), siendo esta fraccién la que cuenta con el menor
rendimiento (4%). Mientras que en la segunda fraccion tiene el mayor rendimiento
(81%), aunque presenta la menor actividad antioxidante (DPPH, 400 umol ET/L;
ABTS, 5 mg EVCIL).

De la fraccion 1 del extracto metanolico de los 3 jugos, se extrajo el B sitosterol, el
cual es un compuesto bioactivo encontrado en la mayoria del reino plantae, con
diversos beneficios hacia la salud cardiovascular del consumidor.

En la en la segunda fraccidn se encuentran 2 disacaridos mayoritarios, de los cuales

es identificada por primera vez la a-p trehalosa en la tuna
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