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Resumen

La pectina de tuna blanca (Opuntia albicarpa Scheinvar cv. ‘Reyna’) ha sido estudiada,
su composicion y propiedades tecno-funcionales (viscosificante, gelificante, emulgente,
formadora de peliculas) se han reportado (Lira-Ortiz et al., 2014; Morales-Martinez et
al., 2018; Rodriguez-Hernandez y Chavarria-Hernandez, 2021). Sin embargo, sus
actividades antioxidantes y antimicrobiana aun no han sido exploradas. Por lo tanto, en
este estudio se evalud la actividad antioxidante y antimicrobiana de pectina extraida de
tuna (O. albicarpa) contra microorganismos de interés alimentario. Se analizaron 2
pectinas de tuna (O. albicarpa) (CABA 01 y CABA 02) y una pectina citrica comercial
(PC, Genu® Kelco). Mediante el analisis FT-IR se determin6 que las tres pectinas son
bajo metoxilo. La caracterizacion quimica demostré la predominancia de acido
galacturonico (>65%) y la presencia de azucares neutros (galactosa, arabinosa,
arabinosa y glucosa). Ademas, se encontré acido ferulico en concentraciones de 0.25,
0.31 y 0.39 % para CABA 01, CABA 02 y PC, respectivamente, y porcentajes de
proteina menores al 5.3% en su composicién. El pKa de CABA 01 y CABA 02 fue 5.97,
y PC mostroé un valor de 4.28. Las pectinas de tuna, a una concentracion del 0.4%
presentaron menor porcentaje de actividad antioxidante (25.79 £+ 2.42 y 22.85 + 1.68 %,
para CABAO1 y CABAO2, respectivamente) contra el radical DPPH en comparacion a
PC (35.40 + 0.99 %) a la misma concentracion; sin embargo, para el radical ABTS no
se observé diferencia significativa (p>0.05) entre CABA01, CABA02 y PC (50.43 + 4.03,
47.83 + 7.97 y 42.75 + 5.86 %, respectivamente). Estos resultados sugieren que la
pectina puede actuar como donador de protones y puede atrapar los radicales libres
DPPH y ABTS debido a la presencia de acidos urénicos y acido ferulico. La actividad
antimicrobiana de las pectinas se evalu6 mediante la determinacion de su
concentracion minima inhibitoria (CMI) contra diversos patogenos y se verifico a través
de ensayos de permeacion de membrana. Las CMI de CABA 01 fueron de 13 mg/mL
para Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus y Escherichia coli; 10 mg/mL
para Shigella flexneri; 6 mg/mL para Candida parapsilosis y no se observo inhibicion de
Salmonella sp y Pseudomonas aeruginosa hasta 12 mg/mL. CMI de CABA 02 fue 8
mg/mL para L. monocytogenes, S. aureus, E. coli y Salmonella sp.; 6 mg/mL para S.

flexneri 'y para C. parapsilosis, y se observé inhibicién de P. aeruginosa con 12 mg/mL.
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Las CMI de PC fueron 4 mg/mL para S. aureus y C. parapsilosis, 6 mg/mL para S.
flexneri y L. monocytogenes, 8 mg/mL para E. coli, 10 mg/mL para Salmonella sp y P.
aeruginosa no fue inhibida con PC<12 mg/mL. Estos resultados sugieren que el
principal mecanismo de accion antimicrobiana es la interaccion entre la molécula de
pectina y la pared celular microbiana a pH menores al pKa de la pectina, sin embargo,
son necesarios mas estudios para dilucidar el mecanismo antimicrobiano de las
pectinas. Las pectinas en estudio mostraron interesantes actividades biolégicas por lo

que pueden considerarse polisacaridos bioactivos prometedores.



Abstract

Prickly pear pectin (Opuntia albicarpa Scheinvar cv. ‘Reyna’) has functional properties
of biotechnological interest (viscosifying, gelling, emulsifying, film-forming) (Morales-
Martinez et al., 2018). However, its antioxidant and antimicrobial activities have not yet
been explored. The present contribution aims to assess their potential as a natural
antimicrobial and antioxidant agent. Two pectins from prickly pears (PP), named CABA
01 and CABA 02, and citrus pectin (CP) (CPKelco, DE=35%) were examined. Fourier
transform infrared spectroscopy (FT-IR) and chemical composition analyses showed
that PP and CP are low methoxyl pectins. The monosaccharide analysis of PP revealed
the dominance of galacturonic acid (GalA) (> 65% w/w) with neutral sugar (galactose,
arabinose, glucose, rhamnose) at varying amounts, suggesting the presence of side
chains of arabinogalactan or arabinan. The ferulic acid contents were 0.25 + 0.004%,
0.31+ 0.001%, and 0.39 + 0.003% for CABA 01, CABA 02 and CP, respectively. Within
their composition, protein contents lower than 5.3% were found. The pKa value of both
PP is 5.97, while that of CP is 4.28. Pectins (4 mg/mL) showed ABTS and DPPH radical
scavenging activities of 50.4 and 25.8% for CABA 01, 22.15 and 47.8% for CABA 02,
and 42.7 and 36% for PC, respectively. That activity is attributed to the GalA and ferulic
acid contents. The antimicrobial activity was evaluated through the minimum inhibitory
concentration and membrane permeation examination, resulting in the inhibition of the
growth of the bacteria Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Escherichia
coli, Salmonella sp., Pseudomonas aeruginosas, Shigella flexneri and Candida
parapsilosis. These results suggest that the primary mechanism of antimicrobial action
is the interaction between the pectin molecule and the microbial cell wall at pH lower
than the pKa of pectins; however, more studies are necessary to elucidate the
antimicrobial mechanism of pectins. Prickly pear pectins can be considered promising

bioactive polysaccharides.



1. Introduccién

Las pectinas son biopolimeros que se encuentran en la pared celular de las plantas.
Son heteropolisacaridos con estructura compleja y gran variabilidad estructural debido
a las diferentes fuentes de extraccion, asi como el uso de diversas técnicas para su
purificacion, por lo que son muy versatiles funcionalmente (Rosaria Ciriminna, Fidalgo,
Scurria, llharco, & Pagliaro, 2022). Se han reportado ampliamente las funciones
biolégicas (prebidtico, antitumoral, antioxidante, antimicrobiano, etc.) y tecno-
funcionales (gelificante, emulsionante/estabilizador de emulsiones, espesante,
formador de pelicula, etc.) de pectinas de diversas fuentes. Actualmente las pectinas
de origen citrico, manzana y remolacha son ampliamente utilizadas en las industria
alimentaria y farmacéutica (Picot-Allain, Ramasawmy, & Emmambux, 2022). En
particular, para la pectina de tuna blanca (Opuntia albicarpa Scheinvar cv. ‘Reyna’) se
han reportado propiedades funcionales de interés biotecnoldgico (viscosificante,
gelificante, emulgente, formadora de peliculas) (Morales-Martinez et al., 2018a). Sin

embargo, sus actividades antioxidantes y antimicrobianas aun no han sido exploradas.

Por otra parte, la Organizacién Mundial de Salud (WHO, por sus siglas en inglés)
sefala que la resistencia a los antibiéticos es un problema a nivel mundial para la salud
y seguridad alimentaria, por lo que la investigacion de nuevos antimicrobianos es de
urgencia. Dentro de los patégenos que la OMS considera prioritarios debido al grado de
letalidad, facilidad que se transmiten y frecuencia que presentan reticencia, se
encuentran Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus Salmonella spp,
Shigella spp., entre otros (WHO, 2021).

Por lo tanto, este estudio se enfocd en dilucidar si la pectina extraida de tuna (O.
albicarpa) tiene actividad antioxidante y antimicrobiana contra microorganismos de
interés alimentario, lo cual contribuira a la exploracion de nuevas fuentes de
antimicrobianos y antioxidantes naturales con amplio potencial de uso en la industria de
los alimentos, farmacéutica y de cuidado personal. Ademas, al ser extraida de cascaras
de tuna (desperdicios agricolas), este biopolimero puede contribuir a la revalorizacion

del cultivo de nopal tunero, generando productos de base biotecnoldgica.



2. Marco teérico

2.1.Tuna (Opuntia albicarpa Scheinvar)

Opuntia albicarpa Scheinvar cv. ‘Reyna’ (Figura 1), perteneciente a la familia de las
Cactaceae, es una especie de origen mexicano cultivada ampliamente en la zona
central de México, por lo que forma parte de la economia agricola en esta zona (Lira-
Ortiz et al., 2014). La temporada de cosecha de este fruto es julio y agosto (Rodriguez-
Hernandez & Chavarria-Hernandez, 2021). Las tunas son fuente de compuestos
funcionales como fibra, vitaminas y antioxidantes, los cuales son valorados por su
aporte a una dieta saludable y como ingredientes de alimentos innovadores (Martin Del
Campo et al., 2019).

Figura 1. Tuna Opuntia albicarpa Scheinvar cv. ‘Reyna’

La tuna de Opuntia albicarpa Scheinvar cv. ‘Reyna’ (Figura 1), conocida también como
cultivar ‘Alfajayucan’, es un fruto de forma oval que tiene una longitud de
aproximadamente 8 cm y diametro de 5 cm. Su peso es de aproximadamente 110 g y
esta constituida de pulpa jugosa (30 a 60%) con muchas semillas pequefias cubierto
por una cascara delgada (40-60%) con espinas fragiles y finas. La pulpa es de color
verde blanquecina y dulce con un porcentaje de solidos totales de aproximadamente 15
%. La céscara tiene un grosor de aproximadamente 4.5 mm y su peso es de 44 g

aproximadamente. Su color varia entre verde amarillento a verde obscuro,
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dependiendo de su estado de madurez. La cascara de la tuna se compone
principalmente de polisacaridos como pectinas, mucilagos y fibra dietética insoluble
ademas de compuestos fendlicos (Rodriguez-Hernandez & Chavarria-Hernandez,
2021).

2.2.Pectina

La pectina es un heteropolisacarido soluble en agua que se encuentra en la pared
celular de las plantas. Contribuye a la integridad y rigidez de los tejidos y se considera
una de las macromoléculas mas complejas. La pectina tiene funciones en el
crecimiento, morfologia, desarrollo y defensa de las plantas, sirve como polimero
gelificante y estabilizador en diversos alimentos y productos especiales y tiene efectos
positivos en la salud humana (Mohnen, 2008). El término pectina incluye una serie de
polimeros que comparten caracteristicas similares, pero varian de acuerdo con su
masa molar, configuracion quimica y contenido de azucares neutros (Wusigale, Liang,
& Luo, 2020).

2.2.1. Estructura quimica de la pectina

Quimicamente, la pectina esta formada por una cadena lineal de unidades de acido D
galacturénico, unidas entre si por enlaces a 1,4 (homogalacturonano, HG), como se
muestra en la Figura 2, y dos regiones llamadas ramnogalacturonano | (RGI) y
ramnogalacturonano Il (RGII) (Lara-Espinoza et al., 2021). Las unidades de acido
galacturénico pueden estar presentes como acido libre, éster metilico o, en las pectinas

amidadas, amida acida, como se observa en la Figura 2 (Endrefl3 & Christensen, 2009).
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HG RGI RGII XGA
O D-Galacturonic acid O L-Rhamnose () D-Apiose () D-Xylose @ D-Dha’
() O-methyl ester (O D-Galactose Borate @ D-Glucuronic acid @ L-Aceric acid
O O-acetyl ester © L-Ambinose O L-Fucose @ L-Galactose @ Kdo™
* D-Dha = 3-deoxy-D-lyxo-2-heptulosaric acid ** Kdo = 3-deoxy-D-manno-2-octulosonic acid

Figura 2. Estructura molecular de la pectina (Freitas et al., 2021).

2.2.1.1. Homogalacturonano

El homogalacturonano es un homopolimero lineal compuesto por acido D-galacturénico
enlazado a través de enlaces a- (1,4), el cual puede estar esterificado con metilo y/o
acetilo como se ilustra en la Figura 3. Generalmente en las pectinas el contenido de
acido galacturénico constituye aproximadamente el 65% del contenido total de la
pectina (Mohnen, 2008). Las unidades de &cido galacturénico estan parcialmente
esterificadas con metilo en el carbono 6 (O-6). El grado de esterificacion y la
distribucion de los residuos de acido galacturénico no esterificados en los segmentos
del homogalacturonano son caracteristicas quimicas que determinan las propiedades
funcionales de la pectina (Ropartz & Ralet, 2020). La distribucion de ésteres es de
especial importancia ya que afecta la densidad de carga electrostatica local del
polimero y, por lo tanto, su interaccidon con otras moléculas cargadas, ya sean iones

como calcio, proteinas u otras moléculas de pectina (Wusigale et al., 2020). En algunas
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plantas, los residuos de acido galacturénico en el homogalacturonano estan
parcialmente acetil-esterificados. Los grupos acetilos pueden unirse a cualquiera de las
posiciones del anillo disponibles (O-2 y O-3) de los residuos de acido galacturénico
(Ropartz & Ralet, 2020).

HO
% Methyl esters
Fﬁcoocu /

Figura 3. Estructura basica del homogalacturonano presente en las pectinas.
El carbono 6 puede estar esterificado con grupos metilo, mientras que la acetilaciéon
ocurre en carbonos 2 o 3 (Ridley, 2001).

2.2.1.2. Galacturonanos sustituidos con cadenas laterales

El homogalacturonano puede estar sustituido en O-2 y/o O-3 por mondmeros o dimeros
de apiosa o xilosa generando apigalacturonano (AG) o xilogalacturonano (XGA),
respectivamente. También puede ser sustituido con cadenas laterales complejas

formando ramnogalacturonano Il (Alba & Kontogiorgos, 2017).

2.21.21. Apigalacturonano

El apigalacturonano es un homogalacturonano rico en apiosa que se encuentra
principalmente en monocotiledoneas acuaticas. Posee una cadena principal que
comprende a-1,4-D-galactopiranosiluronano y sus cadenas laterales se componen de

oligosacaridos Api unidos por enlace 1,2 (Lv et al., 2015).
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2.21.2.2. Xilogalacturonano

El xilogalacturonano es un homogalacturonano sustituido solamente en O-3 por
mondmeros o dimeros de xilosa. Las cadenas laterales diméricas de xilosa contienen
residuos de xilosa unidos por enlaces 1,4 1,2 y 1,3. La proporcion de monémeros y
dimeros de xilosa y el grado de sustitucién varian dependiendo de las plantas (Ropartz
& Ralet, 2020).

2.2.1.3. Ramnogalacturonano Il

El ramnogalacturonano Il es el homogalacturonano sustituido mas complejo y
constituye aproximadamente el 10% de la pectina. Esta constituido por diferentes
residuos de azucares (de 11 a 13) y 21 enlaces glucosidicos distintos, dispuestos como
una columna vertebral formada por 7 a 9 residuos de acido galacturonico parcialmente
esterificados con metilo (de ninguno a tres) y sustituidos por diferentes cadenas
laterales (Chan, Choo, Young, & Loh, 2017).

Las cadenas laterales unidas a la cadena principal de homogalacturonano estan
formadas por 9 o 10 residuos de monosacaridos, unidos a la cadena principal de
homogalacturonano a través de (2,1) B-D-apiofuranosa (Picot-Allain et al., 2022). En la
estructura de este polisacarido se encuentran varios azucares poco comunes,
incluyendo acido 2-ceto-3-desoxi-D-manooctulosonico, acido 2-ceto-3-desoxi-D-lixo-
heptulosarico, apiosa, 2-O-metil xilosa, 2-O-metil fucosa y acido acérico (Alba &

Kontogiorgos, 2017).

2.2.1.4. Ramnogalacturonano |

El ramnogalacturonano | representa del 20-30% de la pectina y su cadena principal
consiste en unidades repetidas de acido (1-4)-a-D-galacturdnico-(1,2)-a-L-ramnosa
(Wusigale et al., 2020). Se caracteriza porque del 20 al 80% de los residuos de
ramnosa estan sustituidos en la posicibn O-4 por cadenas laterales, en las que
predominan arabinanos y galacturonanos. Estas cadenas varian en longitud vy
composicion y esto depende de las fuentes de extraccion, asi como de la etapa de

desarrollo y del método de aislamiento utilizado (Ropartz & Ralet, 2020).
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Los arabinanos estan constituidos por una cadena principal de residuos de L-arabinosa
enlazados por a (1,5), sustituidos en O-2 y/o O-3 con unidades de a-L-arabinosas o con
cadenas cortas de unidades de L-arabinosa unidas por enlaces a-(1,3) (Picot-Allain et
al.,, 2022). Dentro de la estructura del ramnogalacturonano | se han encontrado
unidades de acido ferulico unidos a los residuos de L-arabinosa de las cadenas de
arabinanos enlazadas por a-(1-5) en la posicion O-2 y a los residuos de acido D-

galacturdnico por enlaces 3-1,4 en la posicion O-6 (Alba & Kontogiorgos, 2017).

2.2.1.5. Acido ferulico

El acido ferulico o acido 4-hidroxi-3-metoxicinamico, C1oH1004 es un compuesto
fendlico de la clase del acido hidroxicinamico, generado a partir del metabolismo de los
aminoacidos fenilalanina y tirosina (Pinheiro et al., 2021). Su estructura se muestra en
la Figura 4. Se puede encontrar en diversas fuentes naturales, como maiz, arroz, trigo,
remolacha, alcachofa, café y frutos rojos, ya sea en forma libre o junto con proteinas de
la pared celular y polisacaridos (Takahashi et al.,, 2015). El acido ferulico tiene
propiedades antioxidantes, antimicrobianas, antiinflamatorias, antitrombdticas,
anticancerigenas, reduce el colesterol y protege contra enfermedades coronarias (Shi
et al., 2016).

CH,

OH

HO

Figura 4. Estructura del acido ferulico (Borges, Ferreira, Saavedra, & Simbes, 2013).
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La actividad antimicrobiana del acido ferulico ha sido estudiada por diversos autores
como Takahashi et al. (2015) que reportaron la inhibicion del crecimiento de Listeria
monocytogenes; Shi et al. (2016) reportaron la actividad antimicrobiana contra
Cronobacter sakazakii y Ganan, Martinez-Rodriguez, & Carrascosa, (2009)
demostraron el efecto antibacteriano del acido ferulico contra Campylobacter jejuni.
Borges et al., (2013), observaron que el acido ferulico provoca cambios significativos en
la hidrofobicidad de la superficie celular, la carga y la liberacion de potasio debido a la
desestabilizacion y permeabilizacién de la membrana celular, afectando principalmente
a las bacterias Gram negativas, mientras que las bacterias Gram positivas fueron

menos susceptibles a este compuesto fendlico.

2.2.2. Propiedades y usos de las pectinas

2.2.2.1. Pectina en la industria alimentaria

La pectina es un polisacarido natural que ha formado parte de la dieta de los humanos.
Su uso esta permitido en todo el mundo y es considerado como un aditivo seguro,
ademas no existe limite maximo para su consumo, debe usarse de acuerdo con las
buenas practicas de manufactura (FAO, 1995). El uso de la pectina depende en gran
medida de las condiciones exactas del producto, el pH, la fuerza idnica y la
composicién, la proporcion de edulcorantes y su naturaleza y, cuando son productos a
base de frutas, la cantidad y la naturaleza de la pectina proporcionada por éstas
(Endref® & Christensen, 2009). Tradicionalmente, la pectina se utilizaba principalmente
en la produccion de mermeladas y jaleas de frutas, y en productos con alto contenido
de azucar, en los que la pectina asegura la textura deseada, limita la creacion de
agualjugo en la superficie (sinéresis) y asegura una distribucion uniforme de la fruta en
la superficie del producto. En las ultimas décadas, las propiedades espesantes,
gelificantes y estabilizantes/emulsificantes de las pectinas, las han convertidos en un
aditivo natural con amplias aplicaciones en la industria de los alimentos. Ademas, su
uso se ha incrementado debido a sus propiedades tecno-funcionales. En la Tabla 1 se

presentan investigaciones sobre nuevas aplicaciones en la industria alimentaria.
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Las pectinas también se utilizan como base en la elaboracién de peliculas y
recubrimientos de alimentos, debido a sus propiedades como biodegradabilidad,
biocompatibilidad, actividad antimicrobiana y sus propiedades fisicas. Se ha
demostrado que los recubrimientos de pectina alargan la vida de anaquel de los
productos alimenticios mediante la inhibicion de microorganismos o actuando como
barrera evitando la interaccién del alimento con el ambiente provocando su deterioro
(Rivera et al. 2021).

Ademas, Donchenko et al. (2020) utilizaron pectina de manzana en la elaboracion de
pan debido a que la pectina ha demostrado favorecer los procesos de fermentacion, y
los cambios bioquimicos y microbiolégicos de la masa, asi mismo afecta la elasticidad
del gluten. Se ha observado que la pectina mejora el volumen de la masa reteniendo
gas en la masa, ayuda a retener la estructura y dificulta el proceso de envejecimiento.
El aumento del volumen se debe a que aumenta la retencion de la humedad y mejora
las propiedades viscoelasticas de la masa por lo que el uso de las pectinas en la
elaboracién de pan genera una miga mas suave y mejores cualidades de retencion de

agua.
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Tabla 1. Investigaciones del uso de pectinas en alimentos

Uso Objetivo Resultados Referencia
Peliculas comestibles basadas en Las frutas empacadas con las Estrada-Giron et
pectina de Hibiscus sabdariffa L. para peliculas presentaron reduccién al. (2020).
la conservacion de fresas. de un ciclo logaritmico a los 21

dias de almacenamiento.
»n Liberacion de nisina en peliculas de Las peliculas liberaron el 81% de  Rivera-Hernandez
) pectina-gelana para la inhibicion de nisina inhibiendo el crecimiento et al. (2021).
3 Listeria monocytogenes. de Listeria monocytogenes.
E Peliculas basadas en pectina, gelana, Las peliculas fueron efectivas Pérez-Arauz et al.
EDTA y bacteriocinas para el control contra E. coli, S. aureus y L. (2021).
bacteriano de pescado envasado. monocytogenes.
Pelicula basada en pectina con La pelicula redujo el crecimiento  Ravishankar et al.,
carvacrol y cinamaldehido. de L. monocytogenes en jamon. (2012).
Combinacion de pectina con agentes Los recubrimientos fueron Guerreiro et al.
anti-oscurecimiento para recubrir efectivos 'y seguros para (2017).
manzana. incrementar la vida de anaquel
de la fruta.
Recubrimientos multicapa con La trucha arcoiris recubierta Tabatabaei et al.
quitosano-pectina y extractos de menta  conservo la textura y el color, asi  (2020).
8 o aceite esencial de limoén para como retraso la oxidacion.
s proteger trucha arcoiris.
-g Recubrimientos de pectina de girasol Los recubrimientos alargaron 12  Mufioz-Almagro et
= con endulzantes para extender la vida dias la vida de anaquel. al. (2021).
.g de anaquel de fresas.
8 Recubrimiento de pectina con nano El recubrimiento alargé la vida de  Xiong et al. (2020).
14 emulsiones de aceite de orégano y anaquel de lomo de puerco.
resveratrol para la conservacion de
lomo de puerco.
Recubrimiento de meldn con solucién El recubrimiento redujo el Cavdaroglu et al.
péctica con eugenol. crecimiento de Listeria en el (2020).
melén durante su
almacenamiento.
Emulsiones estabilizadas con micro Los micro geles se adsorbieron Isusi et al. (2021).
geles a base de pectina. directamente en las interfases de
las gotas de aceite, evitando que
..2 formaran nuevos aglomerados.
_g Pectina de manzana para activacion de  La pectina de manzana mejoré la  Donchenko et al.
E la fermentacion y procesos de calidad y sorciéon del producto (2020).
© acumulacion de &cido en pan. terminado
)
uuj Estabilizacion de yogurt bajo en grasa La pectina de bajo metoxilo Khubber et al.

redujo la pérdida de suero,
mejoro la calidad, la bioactividad
y la firmeza del yogurt.

(2021).
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2.2.2.2. Pectina en la industria farmacéutica

Se han reportado propiedades biologicas de la pectina, las cuales incluyen actividad
prebidtica, antioxidante, antimicrobiana y anticancerigena. Se ha usado en la industria
farmacéutica en la formulacion de tabletas, geles, hidrogeles, aerogeles y como
recubridores (Picot-Allain et al., 2022). La pectina como fibra dietética proporciona
diversos beneficios para la salud, que incluyen la mejora de la funcion intestinal,
aumenta el tiempo de vaciado gastrico, reduce la absorcion de la glucosa y del
colesterol, asi como incrementa la masa fecal. Por lo que las pectinas se utilizan como
remedios eficaces para el estrefimiento. Por otra parte, la pectina y diversos
oligosacaridos pécticos pueden servir como sustratos prebidticos para la microbiota

intestinal humana (Chandel et al., 2022).

También la pectina ha sido usada para encapsular o como agente de administracion de
farmacos y componentes bioactivos, alargando sus tiempos de residencia o estabilidad.
En estas aplicaciones las pectinas de alto metoxilo son usadas debido a su alta masa
molar y su menor solubilidad en agua (Freitas, Coimbra, Souza, & Sousa, 2021). En la
Tabla 2 se presentan algunos trabajos representativos en donde se evaluaron

propiedades biologicas de pectinas.
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Tabla 2. Propiedades bioldgicas de pectinas.

Propiedad Objetivo Resultado Referencia
© Evaluacion de las propiedades La pectina induce apoptosis e Delphiy
S anticancerigenas de pectina en inhibe el crecimiento celular. Sepebhri
N2 células de cancer mamario y (2016).
§ usando un modelo animal.
% Evaluacion del efecto de pectina La pectina disminuyé Conti et al.
= citrica modificada en células de significativamente el potencial (2018).
c cancer de prostata. invasivo 'y migratorio de
< células cancerigenas.
3 Te Evaluacion del efecto inhibitorio La pectina citrica inhibié la Edashige et
© [ de pectina citrica en la actividad  actividad de la lipasa al. (2008).
3 0 de la lipasa. pancreatica.
T o
x 3
Pectina de betabel y limén como La poblacién de Gomezetal.
prebidtico. bifidobacterias y lactobacilos (2016).

Anti Prebiodtico

Anti-
estreiimiento hiperglucémico

Eliminacion
de metales

Evaluacion del efecto anti
hiperglucémico de pectina de
manzana.

Evaluacion de la actividad anti-
estrefimiento de pectina extraida
de las raices de Arctium lappa.

Sintesis de hidrogel de pectina
de mandarina para la eliminacién
de sustancias toxicas.

incrementaron en los cultivos.

Reduccion de la respuesta de
la glucosa posprandial e
incremento de la excrecién
urinaria de glucosa.

La pectina una dosis de 200
mg/kg y 400 mg/kg exhibid
una fuerte actividad anti-
estrefAimiento in vivo.

Eliminacién de iones Cr (VI) y
Pb (II).

Makarova et
al., (2014).

Lietal.,
(2019).

Mahmoud &
Mohamed
(2020).
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2.2.2.3. Propiedad antimicrobiana de pectinas

En algunos estudios se ha observado la actividad antimicrobiana de pectinas extraidas
de diferentes fuentes (Tabla 3). Kumar et al; 2020 observaron que la pectina de mora
logré inhibir el crecimiento de seis bacterias gram positivas y gram negativas a
concentraciones de 500 y 1000 pg/mL. Presentato et al., 2020 evaluaron la actividad
antimicrobiana de pectinas extraidas de cascara de toronja y limén contra S. aureus 'y
P. aeruginosa y observaron que estas pectinas tuvieron mayor efecto inhibitorio contra
las bacterias gram positivas que contra gram negativas, obteniendo mayores
concentraciones minimas inhibitorias como se observa en la Tabla 3. Esta actividad
antimicrobiana se ha atribuido a la presencia de flavonoides como nobiletina y
tangeretina capaces de inhibir actividad enzimatica y deteriorar la sintesis de proteinas

en P.aeruginosa (Presentato et al., 2020)

Ademas, se ha demostrado que cuando la pectina es hidrolizada la actividad
antimicrobiana incrementa, por ejemplo, Li et al., (2013) observaron que oligosacaridos
pécticos con una masa molar entre 1 y 3 kDa mostraron mayor actividad antimicrobiana
que polisacaridos mayores a 3 kDa contra E. coli, B. subftilis y S. aureus. Los
oligbmeros con menor masa molar mostraron mayores actividades antimicrobianas.
Las posibles razones podrian atribuirse a los grupos carboxilo libres no disociados, los

grupos metoxilo y el grado de polimerizacion de OGalA (Li et al., 2016).

El mecanismo de inhibicion de microorganismos por pectinas no se ha reportado, por lo
gue son necesarias mas investigaciones sobre la actividad antimicrobiana de pectinas y
polisacaridos pécticos para promover el desarrollo de productos antimicrobianos de alto
valor agregado a partir de recursos residuales ricos en pectina.
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Tabla 3. Investigaciones sobre la actividad antimicrobiana de pectinas

Actividad antimicrobiana

Origen Referencia
CMI (pg/mL) Microorganismo
Oligogalacturonidos Salmonella typhimurium,
citricos (Mw: 1 @ 1.8 kDa; 37.5 Listeria monocytogenes, Wu et al., 2014
DE: 11.6%) Pseudomonas aeruginosa
150 Staphylococcus aureus
Jobo o “Cas mango” Salmonella enteric
(Spondias dulcis) typhimurium 2860
1 Salmonella enteric Zofgg 1e9t al.,
typhimurium 2488 :
Salmonella spp
Salmonella choleraesuis
Mora Bacillus cereus
(Morus spp.) 1000 Staphylococcus aureus
Salmonella typhi Kumar et al;
Escherichia coli 2020
Pseudomonas aeruginosa
500
Streptococcus mutans
Oligosacaridos pécticos
(POS) citricos
é“gvrvﬁ;uaestgg 32 glucosa 25,000 Escl_verichia 9(.)” .
. . . ’ 12,500 Bacillus subtilis Li et al., 2016
arabinosa, acido
. 12,500 Staphylococcus aureus
galacturonico, galactosa
y xilosa)
Toronja (DE=14%) 10,000 Pseudomonas aeruginosa
20,000 Staphylococcus aureus
Limoén (DE=8%) 20,000 Pseudomonas aeruginosa Prese;’gﬂztg etal,
40,000 Staphylococcus aureus
Comercial citrica 20,000 Pseudomonas aeruginosa
(DE=48%) 40,000 Staphylococcus aureus
Pectina citrica liofilizada 0.016,pH 5
(Mw: 200 kDa; PHM) 0.062, pH 6  Helicobacter pylori Dao;gg[ al.,
0.125,pH 7
Manzana 700 Escherichia coli Mathur et al
(Pyrus malus L) 800 Klebsiella pneumoniae 2011,
300 Streptococcus pyogenes '
700 Lactococcus sp.

CMI: Concentracion minima inhibitoria. PHM: pectina de alto metoxilo

22



2.2.2.4. Propiedad antioxidante de las pectinas

La actividad antioxidante de las pectinas ha sido investigada por distintos autores,

en la Tabla 4 se muestras estudios representativos en donde se evalud la actividad

antioxidante de pectinas extraidas de diferentes fuentes. En estos estudios, la

actividad antioxidante esta relacionada con la composicion de monosacaridos y el

grado de metilacion de la pectina. Los monosacaridos presentes en la pectina son

agentes reductores que pueden donar protones, los cuales pueden reaccionar con

radicales y formar un componente estable frenando la reaccién radicalaria (Xu et al.,

2018).

Tabla 4. Investigaciones sobre la actividad antioxidante en pectinas

Fuente de pectina Resultados Referencia
Castano de Henry, La pectina extraida de Castanea Wei et al.
(Castanea henryi) henryi mostré6 gran potencial para (2018).
eliminar el radical DPPH+* con ICs0 =
246.85 ug/mL.
Yaca Se encontré un valor de 1Cs0 = 1.1 Xu et al.
(Artocarpus heterophyllus) mg/mL para el radical DPPH-*. (2018).
Alcachofa de Jerusalén La pectina fue capaz de atrapar el Liu, Shi, Xu,

(Helianthus tuberosus)

Okra
(Abelmoschus esculentus L.)

Mangostan de Indonesia
(Garcinia mangostana L)

Manzana

Manzana

20.9%—-45.2% del radical DPPH en
concentraciones de 0.5-2.5 mg/mL.

La pectina mostré6 buena actividad
antioxidante contra los radicales
DPPH y ABTS.

La pectina de cascara de mangostan
de Indonesia mostr6  actividad
antioxidante moderada con un valor
ICs0 de 3.39 = 0.20 ppm contra el
radical DPPH-".

Se observaron valores I1Cso de 2.75-
3.26 y 0.77-1.14 mg/mL contra los
radicales DPPHe* 'y  ABTSe+,
respectivamente.

Se obtuvieron valores ICs0 de 9.01 y
245 mg/mL contra los radicales

and Yi (2016).

B. Xiong et al.
(2021).

Nasrul Wathoni
et al. (2019).

Wikiera,
Grabacka,
Byczynski,

Stodolak, and
Mika (2021).
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DPPH+* y ABTSe+, respectivamente.

Manzana Se obtuvieron valores ICso de 5.24 vy
1.58 mg/mL contra los radicales
DPPH++ y ABTSe+, respectivamente.

Polisacarido péctico A una concentracion de 2 mg/mL, Chen et al. (2016)
de mandarina fue capaz de inhibir el 82.5% del radical
DPPH«+.

2.3.Pectina de tuna Opuntia albicarpa

De acuerdo con Soto-Romero (2019) la pectina de tuna Opuntia albicarpa posee una
masa molar de 240 kDa, con poca ramificacion en la cadena de ramnogalacturonano y
con posibles cadenas laterales de arabinano o arabinogalactano. Esta compuesta de

un 69.5% de acido galacturdnico y posee un grado de metil-esterificacion de 44.6%.

Los principales azucares neutros que se encontraron en esta pectina son arabinosa,
galactosa, ramnosa, glucosa y manosa como se muestra en la Tabla 5. Ademas, dentro
de su composicion se encontré6 proteina (Rodriguez-Hernandez y Chavarria-
Hernandez, 2021; Soto-Romero, 2019).

Morales-Martinez et al. (2018) investigaron el comportamiento reoldgico de la pectina
de tuna O. albicarpa donde se encontré que sus soluciones acuosas presentan un
comportamiento reolégico no newtoniano del tipo pseudoplastico y la viscosidad de las
pectinas en solucion aumenta con la concentracion, por lo que las interacciones fisicas
intermoleculares son favorecidas, entre ellas puentes de hidrogeno e interacciones
hidrofébicas, lo que lleva a una mayor resistencia al flujo. Ademas, en presencia de
cloruro de calcio forma geles suaves y elasticos. Al incrementar la concentracion de los
iones de calcio, el caracter elastico de los geles se incrementa. Este comportamiento
esta relacionado con la estructura del polisacarido, la distribucién de las masas
molares, el grado de ramificacion, la cantidad y distribucion de los grupos cargados en
la estructura determinan las propiedades reoldgicas de las soluciones y geles de

pectinas.
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Tabla 5. Caracterizaciéon quimica de pectina de tuna Opuntia albicarpa Scheinvar cv.

‘Reyna’ (Rodriguez-Hernandez y Chavarria-Hernandez, 2021)

Masa molar

Acido galacturénico
Grado de esterificacion
Grado de acetilacion
Grado de metoxilacion
Manosa

Ramnosa

Glucosa

Galactosa

Arabinosa

Proteina

Acido ferulico

240 kDa
69.5 % mol
43.8 %
10.6 %
44.6 %
0.12 % mol
1.8 % mol
0.6 % mol
5.7 % mol
7.7 % mol
4.4 %
0.36 %
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3. Justificacion

Alrededor del 51.6% del total de residuos solidos generados en México (SEMARNAT,
2018) son los residuos organicos, dentro de los cuales se encuentran los residuos
alimenticios. Una alternativa para disminuir el impacto ambiental generado por éstos es
el aislamiento y caracterizacion de compuestos con actividad bioldgica a partir de
residuos de alimentos. Por otra parte, debido a que los agentes antimicrobianos son
cada vez mas ineficaces, la resistencia antimicrobiana se ha convertido en un problema
serio de salud publica (WHO, 2021), por lo que la identificacién y desarrollo de nuevos
antibacterianos, invulnerables a los mecanismos de resistencia bacteriana, es una

necesidad urgente.

Se ha demostrado que algunas pectinas tienen actividades antimicrobianas contra
bacterias patégenas o deterioradoras de alimentos. La pectina extraida de la cascara
de tuna blanca (Opuntia albicarpa Scheinvar cv. ‘Reyna’) tiene propiedades funcionales
de interés biotecnolégico (viscosificante, gelificante, emulgente, formadora de
peliculas). Sin embargo, sus actividades antioxidantes y antimicrobianas aun no han
sido exploradas, por lo que en este trabajo se busca dilucidar si la pectina extraida de
tuna (O. albicarpa) tiene actividad antioxidante y antimicrobiana contra
microorganismos de interés alimentario, lo cual contribuird a la exploracion de nuevas
fuentes de antimicrobianos y antioxidantes naturales con amplio potencial de uso en la

industria de los alimentos.
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4. Objetivos

4.1.General

Evaluar actividad antioxidante y antimicrobiana in vitro de pectina de tuna (Opuntia

albicarpa Scheinvar cv. ‘Reyna’) para contribuir al desarrollo de aditivos naturales de

uso alimentario.

1.

4.2. Objetivos especificos

Determinar la composicién quimica-estructural de pectina extraida de cascara de
tuna (Opuntia albicarpa) mediante el analisis del contenido de acido
galacturénico, acido ferulico, grado de esterificacion, masa molar promedio y

composicién de monosacaridos, en cada pectina de estudio.

Evaluar la actividad antioxidante de pectinas extraidas de tuna (Opuntia

albicarpa) y sus fracciones, mediante las técnicas ABTS y DPPH.

Determinar la actividad antimicrobiana de pectinas extraidas de tuna (Opuntia
albicarpa) a través de la concentracion minima inhibitoria y permeacion de
membrana contra microorganismos como L. monocytogenes, S. aureus, E. coli,
Salmonella spp., Pseudomonas aeruginosa, Shigella flexneri y Candida

parapsilosis.
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5. Materiales y métodos

5.1. Materiales

Se utilizaron 2 pectinas extraidas de tuna blanca Opuntia albicarpa Scheinvar, ‘Reyna’,
cultivada en San Martin de las Piramides, Estado de México (19° 66’/ 98° 72’). La
extraccion de pectinas se realizé en dos diferentes afos, siguiendo el protocolo
establecido por el Cuerpo Académico de Biotecnologia Agroalimentaria (CABA) (Lira-
Ortiz et al., 2014; Morales-Martinez et al., 2018a), las cuales se denominaran en este
estudio como CABA 01 y CABA 02. Se us6 también pectina citrica comercial (PC)

(Genupectin®, CP Kelco; EE. UU) como referencia.

5.2. Purificaciéon de pectinas

La purificacién de pectina se realizo siguiendo el método descrito por Lira-Ortiz., et al.,
(2014). Se dispersaron 11 g de pectina cruda (obtenida de la extraccibn como
polisacaridos insolubles en alcohol) en 500 mL de agua destilada a 45 °C, durante 24 h
en agitacion magnética. La dispersion se enfridé a temperatura ambiente y se centrifugo
a 6953 g por 25 min a 4 °C. Se separ¢ la parte soluble (sobrenadante) por decantacion,
el residuo insoluble se deseché. La pectina en solucién se precipitd con 2 volumenes
de etanol frio y potable al 96%, acidificado con HCI (pH= 3.0). Esta mezcla se mantuvo
en agitacion magnética a temperatura de refrigeracion (5-7 °C) durante 12 h, para
remover sales procedentes de la extraccion. La pectina precipitada y clarificada se
recuperd por filtracion y se lavd con etanol potable al 96%. Durante el proceso de
lavado, se tomaron muestras de los lavados (etanol) para verificar presencia de
azucares simples en ellos, usando de forma cualitativa la prueba de fenol sulfurico. Se
consider6 que la pectina esta “libre de azucares simples” cuando la coloracion de los
lavados se mantenia en naranja tenue. En la Fig. 5 se muestra una imagen de la
prueba cualitativa de fenol-sulfurico realizada a muestras de etanol procedentes de los
lavados de las pectinas. Este proceso de lavado se realizé también a la pectina citrica

comercial.
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Figura 5. Imagen representativa de la prueba cualitativa de fenol-sulfurico (0.5 mL de
etanol procedente de lavados de pectina + 0.5 mL de fenol al 5 % + 5 mL de acido
sulfurico concentrado) realizada durante la purificacién de pectinas. De izquierda a
derecha se muestran los lavados 1, 2y 3 (L1, L2, L3) y el cambio de coloracion hacia
naranja tenue.

La pectina clarificada y lavada se sec6 en horno con conveccion a 45 °C hasta eliminar
el etanol. Posteriormente, la pectina se dispersdé en agua desionizada hasta obtener
una concentracion del 2%, y se coloc6 en membranas de celulosa para dialisis (MWCO
= 10-12 kDa). La dialisis se realizdé colocando 3 membranas (aproximadamente de 27
mm de didmetro, 15 cm largo) en una cubeta de plastico con 10 a 15 L de agua
destilada, manteniendo agitacion magnética a temperatura de refrigeracion. Se
realizaron 2 cambios de agua al dia, durante 2 dias. La pectina se recupero en un vaso
de precipitado, enjuagando las membranas con agua desionizada. Posteriormente se
precipitd con etanol frio al 96%, usando 2 volumenes de etanol por volumen de
solucion de pectina. La mezcla se dejo en reposo en refrigeraciéon por 12 h y se
recupero el precipitado, el cual corresponde a la pectina clarificada, lavada y dializada
(PCLD). Esta pectina se sec6 en horno con conveccion a 45 °C. Después se triturd en
un mortero y se tamizé (US malla 60, 250 uym). El polvo de PCLD se sec6 a 92 °C
durante 24 h, y se almacend en recipientes de plastico. La Figura 6 muestra el

procedimiento de purificacion realizado a las pectinas.
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Figura 6. Imagenes representativas del proceso de purificacion de pectinas.
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5.3.Caracterizacidén quimica

5.3.1. Identificacion de grupos funcionales por espectroscopia de

infrarrojo con transformada de Fourier (FT-IR)

La identificacion de grupos funcionales se realizé en un equipo FTIR (Cary 630, Agilent
Technologies Inc. EE. UU.) con accesorio ATR. Las muestras se inspeccionaron entre
numeros de onda de 4000 y 650 cm™ con 32 escaneos y una resolucion de 4 cm™ La
recopilacion de datos y el procesamiento de los espectros se realizaron con los

programas Resolutions Pro® y MicroLab® (Agilent Technologies Inc. EE. UU.).

5.3.2. Determinacién de acido galacturénico

La determinacion de acido galacturonico en pectinas se realiz6 mediante la técnica
descrita por Filisetti-Cozzi y Carpita (1991). Se prepararon soluciones acuosas de
pectinas de 0.04 mg/mL. Se colocaron 400 pL de las soluciones de pectina en tubos de
vidrio y 20 pL de acido sulfamico-sulfamato de potasio 4 M, después se adicionaron 1.2
mL de tetraborato de sodio 0.075 M en H2SO4y se agitd la mezcla en vértex durante 30
s. Cada tubo se enfrié en un bafo de hielo por 1.5 min. Posteriormente, todos los tubos
con las muestras y reactivos se calentaron en bafio Maria en ebullicion por 20 min. Al
terminar, los tubos se colocaron en bafo de hielo durante 30 s y se enfriaron a
temperatura ambiente. Posterior al enfriamiento, con un tubo a la vez, se colocaron 40
uL de metahidroxidifenil al 0.15% en 0.5% de NaOH, la mezcla se agité vigorosamente
durante 30 s, se colocé en una celda de vidrio éptico y se realizé la lectura de su
absorbancia en un espectro Uv-Vis (Thermo Sci) a 525 nm, exactamente a los 4 min de
la adicion del reactivo metahidroxidifenil. Se prepard un blanco de reactivos, el cual se
sometié al mismo tratamiento y en paralelo con los tubos muestra. Se realizé una curva
de calibracion con acido galacturénico en concentraciones de 0 a 100 mg/L (Anexo A).
Las determinaciones se realizaron por triplicado. La Figura 7 muestra el aspecto de las

mezclas reactivas usadas en la curva estandar.
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Figura 7. Muestras para curva de calibracion de acido galacturénico

5.3.3. Determinacién del grado de metilesterificacion por espectroscopia

de infrarrojo con transformada de Fourier (FT-IR)

El grado de metilesterificaciéon de las pectinas se determind utilizando el equipo FTIR
(Cary 630, Agilent Technologies Inc. EE. UU.) con accesorio de reflexion atenuada
(ATR). EIl porcentaje de grado de esterificacion por grupos metilo (DM) esta definido
como el porcentaje molar de los acidos galacturdnicos esterificados con grupos metilo.
En un espectro de FTIR, el area de la banda =1745-1730 cm™ es proporcional al
numero de grupos carboxilos esterificados, mientras que la banda =1600-1630 cm™' es
proporcional al numero de grupos carboxilos libres, por lo tanto, el valor DM de las
pectinas se determind usando la ecuacién (1), de acuerdo a lo reportado en la literatura
(Alba et al., 2018; Chatjigakis et al., 1998).

A1730

DM (%) = ——1730
(%) A1730 + A1600

(100) (1)

En donde Ai730 y Aiteco son las areas de los picos en 1739 y 1600 cm™,

respectivamente. Para la determinacién del DM, se usaron tres muestras de cada
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pectina y sus espectros FTIR se analizaron con los programas Resolutions Pro® vy
MicroLab® (Agilent Technologies Inc. EE. UU.), obteniendo las areas de las bandas a
1730y 1600 cm.

5.3.4. Determinacién de la masa molar de pectinas

La masa molar se determin6 mediante cromatografia de permeacion en gel/exclusion
de tamano (GPC/SEC) en un equipo de cromatografia de liquidos de alto desempefio
(HPLC) con 2 columnas conectadas en serie PL aquagel-OH MIXED-H (Agilent
Technologies® 8 um, 300 x 7.5 mm) y un detector de indice de refraccion (RID).

Se prepararon soluciones de pectinas al 0.2% p/v (2 mg/mL) y se filtraron con un filtro
Millipore® de 0.45 um para su posterior inyeccion en HPLC. La curva de calibracion se
realiz6 con estandares de Dextranas (Sigma Aldrich) con un intervalo de masas
molares de 50 a 670 kDa, a una concentracion de 2 mg/mL. Para todas las soluciones
se utilizé agua grado HPLC como disolvente (Muhammad, Zahari, Gannasin, Adzahan,
& Bakar, 2014). Las condiciones experimentales se muestran en la Tabla 6. La
determinacién de la masa molar promedio en peso (Mw), masa molar promedio en
numero (Mn) e indice de polidispersion (Mw/Mn) se realizé a través del software del
equipo, utilizando las constantes de Mark—Houwink—Sakurada para pectinas disueltas
en agua, K=0.0213 cm3/g y a=0.8129, reportadas por Masuelli (2011).

Tabla 6. Condiciones para determinar la masa molar de pectinas por GPC/SEC

Volumen de inyeccion 200 pL
Flujo 1 mL/ min
Temperatura de la columna 50 °C
Fase movil 0.2 M NaNOs + 0.01 M
NaH2PO4
Detector indice de refraccion
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5.3.5. Determinacioén de acido ferulico

El contenido de acido ferulico en las pectinas se determind siguiendo la metodologia
descrita por Karnik, Jung, Hawking, & Wicker (2016), usando un espectro Uv-Vis
(Thermo Sci). Se prepararon 5 mL de soluciones de pectinas al 0.3%. La absorbancia
de las soluciones se midié a 310 nm. Se realizd una curva estandar de acido ferulico (3
a 15 pg/mL) utilizando acido transferulico estandar (Aldrich Chemicals, 128708 (Anexo
B).

5.3.6. Determinacién de proteina

El contenido de proteina se realizé6 mediante el método Kjeldahl (AOAC, 2000). En un
equipo Buchi K350 se digirieron 0.2 g de muestra con 10 mL de acido sulfurico
concentrado y 3 g de mezcla digestora (90.9 % K2SO4 y 9.1% CuSOs4) durante 2.5 h.
Después se enfrio la muestra digerida y se adicionaron 20 mL de agua destilada.
Posteriormente se adicion6 NaOH al 40% en exceso y se destilé la mezcla durante 5
minutos. El destilado se recuperé en 30 mL de H3BOs al 4 %. Posteriormente se tituld
con HCI 0.1 N utilizando rojo de metilo como indicador. El porcentaje de nitrdgeno se
determiné de acuerdo con la ecuacion 2 y para calcular el porcentaje de proteina se
utilizé como factor 6.25.

N = (V' = Vo) (Nyc) (meq)
B Mm

(2)

Donde:

N = nitrégeno total (gnitrogeno/gmuestra)

V = volumen de HCI gastado en la titulacion de la muestra (mL)
Vo = volumen de HCI gastado la titulacion del blanco (mL)

NHci = normalidad de HCI (miliequivalentes/mL)

meqg= peso equivalente del nitrdgeno (g/miliequivalentes) = 0.014

Mm= masa de la muestra (g)
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5.3.7. Determinacién de monosacaridos por HPLC

La determinacién de monosacaridos en pectinas se realiz6 a través de cromatografia
de liquidos de alto desempefio (HPLC) en un equipo Agilent Technologies 1260 Infinity
con un detector de indice de refraccion (RID) y una columna Aminex HPX-87P (Bio-

Rad), las condiciones experimentales se muestran en la Tabla 7.

Tabla 7. Condiciones experimentales para la determinacion de monosacaridos por
HPLC

Volumen de inyeccioén 30 uL
Flujo 0.6 mL/min
Temperatura de la
85°C
columna
Fase movil Agua pH 5.5
Temperatura RID 85°C

Se hidrolizaron 0.6 g de muestra con 2 mL de acido trifluoroacético (TFA) 2 M durante 5
h a 121°C (Figura 8). Las muestras hidrolizadas se concentraron en un equipo Savant
SpeedVac (Thermo Scientific) durante 3 h a 45 °C y 733.27 Pa. Posteriormente se

resuspendieron en 200 uL de agua destilada, se agitaron en vortex y se colocaron

nuevamente en el concentrador durante 30 min (45 °C, 733.27 Pa). Después se

agregaron 400 pL de agua y se colocaron en SpeedVac durante 1 h (45 °C, 733.27 Pa);

finalmente se adicionaron 2 mL de agua destilada y se concentré la muestra
nuevamente bajo las condiciones previas en SpeedVac (Figura 8b). Las muestras
hidrolizadas y concentradas se re-suspendieron en 10 mL de agua desionizada. Se
tomd una alicuota de 2 mL, se pasé a través de un filtro de 0.45 ym y se colocd en un
vial ambar para su inyeccion en HPLC. Se realizaron curvas de calibracion con
estandares de monosacaridos: glucosa, ramnosa, acido glucuronico, arabinosa,

galactosa, manosa, xilosa, fructosa (Anexo C).
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Figura 8. Muestra hidrolizada (a) y concentrada (b) de pectina previo al analisis de

monosacaridos por HPLC.

5.3.8. Determinacién del pKa

La determinacion del pKa se realizd utilizando la metodologia descrita por
Rivera-Hernandez et al. (2023), mediante valoracion potenciométrica utilizando un
potenciémetro digital (Hanna, Instruments). Se prepararon 10 mL de soluciones de
pectina al 0.1 % m/v, las cuales se dejaron en agitacion magnética durante toda la
noche. A cada muestra se le adicionaron 20 uL de NaOH al 0.1 N y se fue registrando
el pH hasta alcanzar un pH de 10. Se graficé el pH contra el volumen adicionado de
NaOH, asi como las dependencias (ApH/AV) =f(V) y A(ApH/AV)=f(V) con los datos
obtenidos en la curva de valoracion, como aproximaciones a las primera y segunda
derivadas correspondientes, lo cual permitié6 obtener una determinacion mas precisa
del valor de pKa. La mitad del volumen para alcanzar el punto de equivalencia (cantidad
de NaOH para neutralizar el acido galacturénico presente en la pectina) se define como

el valor de pKa. Las determinaciones se realizaron por triplicado.

36



5.4.Propiedades reolégicas de pectinas en solucién

La viscosidad de soluciones de pectina se determind a través de pruebas de cizalla
estacionaria, en un redmetro ARES G2 TA-Instruments utilizando una geometria de
cilindros concéntricos de doble pared. Se midid la viscosidad de pectinas en solucion
acuosa al 1%, en un rango de velocidad de cizallamiento de 1 a 600 s a 25°C. Los
datos de viscosidad (n) y velocidad de deformacién o cizalla (y), se ajustaron al modelo

reologico de Cross de tres parametros (ecuacion 3):

No

“trapm @

Y]

Donde:

n: viscosidad no newtoniana (Pa s)

no: viscosidad a cizalla tendiente a cero (Pa s)
A: tiempo de relajacion (s)

y: velocidad de deformacion o cizalla (s™)

m: exponente del Modelo de Cross (adimensional)
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5.5.Determinacion de actividad antioxidante de pectinas

5.5.1. Determinacién de actividad antioxidante mediante DPPH

La actividad antioxidante de DPPH se llevo a cabo de acuerdo con Rha et al. (2011)
con algunas modificaciones. Se prepararon soluciones al 0.4% de pectinas. Se mezclo
1 mL de la muestra en soluciéon con 1 mL de DPPH en metanol (0.1 mM).
Posteriormente se incubd durante 30 minutos y la absorbancia se midié a 517 nm a
temperatura ambiente en oscuridad. Se realiz6 una curva de calibracion con acido
ascorbico (Anexo D). La actividad antioxidante se reportd en porcentaje utilizando la

ecuacion 4.

% de inhibicion = (1-=22) x 100 (4)

R

Am= Absorbancia de la muestra con el radical
Avn=Absorbancia de la muestra con metanol
Ar=Absorbancia del radical con metanol
5.5.2. 4.5.2 Determinacion de actividad antioxidante mediante ABTS

La actividad antioxidante de pectinas contra el radical ABTS se llevé a cabo por el
método descrito por Braca et al. (2001). Un mililitro de solucién ABTS (persulfato de
potasio 2.45 mM + ABTS 7 mM) se mezcl6é con 1 mL de la muestra en solucion (0.4%
pectina). Se incubd durante 6 minutos a temperatura ambiente y en obscuridad, y se
leyd su absorbancia a 734 nm. Se realiz6é una curva de calibracién con acido ascorbico
(Anexo E). La actividad antioxidante se reporté utilizando la ecuacion 5.

A
% de inhibicién = (1 - ’”A—”> x 100  (5)
R

Am= Absorbancia de la muestra con el radical
Avb=Absorbancia de la muestra con etanol

Ar=Absorbancia del radical con etanol
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5.6. Determinacion de actividad antimicrobiana de pectinas

5.6.1. Microorganismos indicadores

Los microorganismos indicadores fueron: Escherichia coli (CCAYAC ATCC11229),
Salmonella sp. (CCAYAC ATCC 14028), Pseudomona aeruginosa (ATCC 27853),
Shigella flexneri (ATCC 12022), Listeria monocytogenes (CCAYAC ATCC 19115) y
Staphylococcus aureus (CCAYAC ATCC 6538), Candida parapsilosis; todos donados

por el Laboratorio estatal de Salud Publica de Hidalgo.

5.6.2. Concentracion minima inhibitoria

La concentracidon minima inhibitoria (CMI) se determiné siguiendo la metodologia
descrita por Wiegand, Hilpert, & Hancock (2008). Se realizd la activacion de
microorganismos, inoculando 5 mL de medio BHI con 50 pL de suspension bacteriana
de un vial de conservacién e incubando a 37 °C por 24 h. Posteriormente se sembraron
50 uL de suspension bacteriana activa en 5 mL de BHI y se incubé a 37 °C durante 6 h.
Después los microorganismos se diluyeron hasta concentraciones de 10° UFC/mL,
mediante diluciones base 10 (iniciando con concentraciones de 10° UFC/mL para E.
coli, Salmonella sp., Pseudomona aeruginosa, Shigella flexneri y 108 UFC/mL, para L.
monocytogenes y S. aureus) usando solucion salina (0.85% NaCl) como diluyente.

En placas ELISA de 96 pozos, se colocaron 50 uL de medio BHI, suspension

bacteriana (de acuerdo con lo indicado en la Tabla 8), solucién de pectina (Tabla 9), y

se aforo a 220 pL con agua destilada, para evaluar las pectinas a las concentraciones

(mg/mL): 1, 2, 3, 4, 6, 8, 10, 12 y 13. Se leyo la absorbancia de los pozos en los
tiempos 0, 18, 20, 22 y 24 h a una longitud de onda de 545-630 nm. EI control negativo

consistié en 50 uL de medio BHI y 170 uL de agua. El control positivo consistié en 50
uL de medio BHI, el microorganismo indicador (Tabla 8) y agua. La CMI se determino

como la minima concentracion a la cual no se observo crecimiento de las bacterias.
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Tabla 8. Concentracion inicial y volumen de suspension bacteriana adicionada a cada

pozo
Microorganismo Suspensioén bacteriana
o UFC/mL en pozo
indicador
(pL)

Listeria monocytogenes 108 13
Staphylococcus aureus 108 18
Escherichia coli 10° 23
Shigella flexneri 10° 25
Salmonella sp. 10° 28
Pseudomonas aeruginosa 10° 28
Candida parapsilosis 10° 3

Tabla 9. Volumen de solucion de pectina al 2% adicionada a cada pozo en placa ELISA

Concentracién final de Pectina al 2% p/v (20 mg/mL)
pectina en el pozo adicionado al pozo
(mg/mL) (pL)
1 11
2 22
3 33
4 44
6 66
8 88
10 110
12 132
13 143
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5.6.3. Captacion de cristal violeta para la evaluacion de la permeabilidad de

la membrana bacteriana

La tincion con cristal violeta es un ensayo rapido para evaluar la viabilidad celular bajo
diversas condiciones, donde las células con dafio en la membrana permitiran la entrada
del colorante a la célula, interactuando con el ADN y las proteinas, indicando que la
membrana ha sufrido dafios (Geserick et al., 2009). La evaluacion de la permeabilidad
de la membrana bacteriana se realizé utilizando el método descrito por Hernandez-
Valdepeiia et al. (2021). Las bacterias indicadoras (10° UFC) se inocularon en BHI en
ausencia (control biotico) y presencia de pectinas a la concentracion minima inhibitoria
encontrada para cada una de ellas. La mezcla se incubé a 37 °C durante 18 h.
Posteriormente, 1 mL del cultivo se centrifugdé a 1523 g durante 5 minutos. Las células
se re-suspendieron en solucion salina (0.85%) con cristal violeta (ajustada previamente
a una absorbancia de 0.5) y se incubaron durante 10 minutos a 37 °C, se centrifugaron
a 1523 g durante 10 minutos y se leyo la absorbancia a 570 nm. El porcentaje de
captacion de cristal violeta en la membrana bacteriana fue calculado usando la

ecuacion 6.
o) = (1 — 2=
CCV (%) = ( AO) x 100  (6)
Donde:
CCV = captacién de cristal violeta en membrana bacteriana

Ax= absorbancia de la muestra

Ao = absorbancia del blanco
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6. Resultados y discusiones

6.1.Identificacion de grupos funcionales

En la Figura 9 se observa el espectro infrarrojo de las pectinas de tuna Opuntia
albicarpa (CABA 01 y CABA 02) y de pectina citrica comercial (PC). Todas las pectinas
mostraron una absorcion alrededor de los 3200 - 3600 cm-, la cual se atribuye al
estiramiento de los enlaces O-H de los grupos hidroxilo inter e intramoleculares
presentes en la pectina. El pico que se observa alrededor de los 3000 a 2800 cm"’
corresponde a la vibracion de estiramiento de enlaces C-H de los grupos CHz2y CHs de
los ésteres presentes en el acido galacturénico. La absorcion en 1750 cm- se debe a la
vibracion de estiramiento del doble enlace C=0 de grupos carboxilicos esterificados. La
absorcién a 1650 cm™' se debe al estiramiento asimétrico de los aniones carboxilato
presente en los acidos urdnicos de la pectina.

En la regién entre 1200 y 800 cm™!, conocida como “huella dactilar “, se encuentran
picos correspondientes a los enlaces C-OH, C-O-C, C-C de los azucares presentes en
la pectina. El pico alrededor de 1142 cm-' es caracteristico de las vibraciones de los
enlaces glicosidicos C-O-C. Las bandas a 1053 y 1072 cm™' se asocian a azlcares
como arabinosa y galactosa. Comparando los espectros de las pectinas de tuna con el
espectro de pectina citrica se concluye que los polimeros en estudio son pectinas
debido a que muestran los mismos picos en la regidn de huella dactilar y las bandas de
los grupos funcionales caracteristicos observados en polisacaridos pécticos (Chen et
al., 2015; Wandee et al., 2019)
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Figura 9. Espectro FT-IR de pectinas de tuna (CABA 01 y CABA 02) y pectina citrica
(PC).
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6.2. Caracterizacion quimica

En la Tabla 10 se observa la caracterizacion quimica de las pectinas de tuna y citrica.
CABA 01 presentd un porcentaje de 72.12 £ 6.55 de acido galacturénico mientras que
CABA 02 de 68.77 + 2.93, los cuales no son diferentes significativamente (p>0.05)
mientras que la pectina citrica tuvo un contenido de acido galacturdénico

significativamente mayor (p<0.05), 95.97 £ 2.25%.

Estos porcentajes coinciden con lo reportado por Lira-Ortiz et al. (2014) y Morales-
Martinez et al. (2018), quienes indican un porcentaje de 654% y 65.23%,
respectivamente, de acido galacturénico en pectinas de tunas del mismo cultivar. Los
valores obtenidos son mayores a 65%, confirmando que los polisacaridos en estudio
pueden ser considerados como pectinas de acuerdo con lo establecido por la FAO
(FAO, 1995).

El porcentaje de acido galacturdnico esta relacionado con la presencia y predominio de
homogalacturonano en la estructura de las pectinas, siendo asi que un porcentaje
grande de acido galacturdnico indica que la mayor parte de la estructura de la pectina
estd conformada por homogalacturonano (Hosseini, Khodaiyan, Kazemi, & Najari,
2019). En la Tabla 10 se muestran los porcentajes molares de homogalacturonano en
cada pectina, los cuales fueron mayores al 90%: 91.71, 90.04 y 95.04, para las
pectinas CABA 01, CABA 02 y PC, respectivamente. El dominio denominado
ramnogalacturonano | (RG-l), representa menos del 10% molar en las pectinas
analizadas. De acuerdo a lo reportado en la Tabla 10, la pectina citrica es la
macromolécula menos ramificada, mientras que CABA 02 es la que presenta mayor
contenido de cadenas laterales (RG-I = 9.96%).

En cuanto al grado de metil-esterificacion, las pectinas de tuna presentaron valores de
39.97 y 44.46%, los cuales son mayores significativamente (p<0.05) respecto al grado
de esterificacion de la pectina citrica (33.68%). Los valores obtenidos son similares al
43.25% obtenido por Morales-Martinez et al. (2018) en pectina de tuna, sin embargo,
son mayores al 30.7% reportado por Lira-Ortiz et al. (2014), lo cual puede ser debido a

que el grado de esterificacion varia de acuerdo a los procesos de extraccion y
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Tabla 10.Caracterizacién quimica de pectinas de tuna y citrica

CABA 01 CABA 02 Citrica
Proteina (%) 476+0.012 5.23 +0.495° 4.00+0.12°
Acido galacturénico (%) 72.12+£6.55° 68.77 £ 2.93° 9597 +2.25°
Grado de metil-esterificacion 39 97,5952 4446+392 33.68 + 2.05"
(DM, %)
Acido ferulico (%) 0.258 £ 0.004 @ 0.311+£0.001°® 0.393 £ 0.003 ©
Monosacaridos (%)
Glucosa 0.22 £ 0.08° 0.13+0.01° 0.22 £+0.01°
Xilosa NC NC NC
Galactosa 0.28 + 0.06° 0.07 £ 0.02° 0.88 £ 0.04°
Arabinosa 2.63+0.08° 4.07 £ 0.332 NC
Ramnosa 1.14 £ 0.112 0.91+£0.01° 1.68 £ 0.032
Manosa NC NC NC
HG (% mol)
=AGal(%mol) — Ram(%mol) 91.71 90.04 95.04
RG-I (% mol)
=2 Ram(%mol) + Ara (%omol) 8.29 9.96 4.96
+ Gal(%mol)
HG/RG-I 11.06 9.04 19.15
pKa 5.96 £ 0.02° 597 +0.19° 4.28+0.08°

Los valores son los promedios de 3 repeticiones + desviacion estandar. Los valores con la misma letra no fueron

significativamente diferentes (p>0.05; prueba de Tukey).

AGal= acido galacturénico; Gal = galactosa; Ram = ramnosa; Ara = arabinosa; HG = homogalacturonano; RG-I =

ramnogalacturono |.
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purificacion de la pectina (Picot-Allain et al., 2022). Con los valores obtenidos del grado
de metil-esterificacion de las pectinas se pueden clasificar como “pectinas de bajo
metoxilo” y esto le confiere la capacidad de formar geles flexibles y elasticos en
presencia de iones calcio, lo cual ha sido previamente estudiado por Lira-Ortiz et al.

(2014) en pectina de tuna y Rivera et al., (2022) en pectina citrica.

Dentro de la composicién de las pectinas se encontré acido ferulico, en mayor
porcentaje en pectina citrica seguido por CABA 02 y CABA 01 (0.39, 0.31 y 0.24%,
respectivamente). Se han reportado pectinas con acido ferulico en su composicion,
este compuesto fendlico se ubica en los extremos de arabinosa o galactosa que
conforman las cadenas laterales de pectinas (Voragen, Coenen, Verhoef, & Schols,
2009). Los valores de acido ferulico encontrados en pectinas de tuna, son similares a lo
reportado por Soto-Romero (2019) para pectina de tuna del mismo cultivar (0.36%) y
mayores a lo reportado por Wikiera et al. (2021) (0.24% de acido ferulico) para pectina
de manzana; sin embargo, son menores a los reportado por Lara-Espinoza et al.
(2021), quienes encontraron porcentajes de 0.55, 0.35 y 0.47% de acido ferulico en
pectina de diferentes variedades de remolacha. El contenido de acido ferulico depende
de varios factores como las condiciones de cultivo y extraccidn, ya que en esta ultima
se pueden liberar azucares neutros como galactosa y arabinosa de RG-I en los que se
encuentra unido el acido ferulico (Lara-Espinoza et al., 2021). La presencia de acido
ferulico determina algunas de las propiedades bioactivas de las pectinas, ya que se ha
reportado que esta molécula tiene propiedades antioxidantes, antimicrobianas,
antiinflamatorias, antitrombadticas, anticancerigenas, reduce el colesterol y protege

contra enfermedades coronarias (Li et al., 2021).

En el analisis de contenido de monosacaridos en las pectinas, en CABA 01 y CABA 02
se encontraron azucares neutros como la arabinosa, ramnosa, galactosa y glucosa en
diferentes porcentajes, 2.63 y 4.07%, 1.14 y 0.91%, 0.28 y 0.07%, 0.22 y 0.13%,
respectivamente. Estos resultados concuerdan con lo reportado por Soto-Romero
(2019), quien ademas cuantific6 manosa en pectina de tuna (Opuntia albicarpa), sin
embargo, este monosacarido no es caracteristico de pectinas si no que se relaciona a

la contaminacién con hemicelulosa (Kalegowda, Singh Chauhan, & Mysore
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NanjarajUrs, 2017). En cuanto a la pectina citrica se encontraron tres azucares neutros:
ramnosa (1.68%), galactosa (0.88%) y glucosa (0.22%), lo cual concuerda con lo
reportado por Rivera-Hernandez et al. (2023), sin embargo, ellos también encontraron
arabinosa dentro de la composicién de pectina citrica. Zheng et al. (2020) también
reportaron arabinosa, galactosa, xilosa y ramnosa en pectina citrica en diferentes

porcentajes.

La composicion de monosacaridos depende de la fuente, de las condiciones de
extraccion y del proceso de purificacion, ya que durante estos procesos ocurren
diferentes reacciones provocando la liberacion de cadenas laterales compuestas
principalmente de monosacaridos (Pinkowska, Wolak, Krzywonos, & Ztocinska, 2021).
Por otra parte, el proceso de preparacion de muestras para el analisis de
monosacaridos por HPLC genera diferencias en los resultados debido a la complejidad
estructural de estas macromoléculas, los procesos de hidrélisis son muy agresivos y
pueden generar diferencias en las unidades monoméricas liberadas para su
identificacion y cuantificacion. En la Figura 10 se muestran los cromatogramas
obtenidos para las pectinas y su comparacion con una mezcla (Mix) de monosacaridos

estandares.

Dentro de la composicion de las pectinas se encontro proteina: 4.76%, 5.23% y 4.00%
para CABA 01, CABA 02 y pectina citrica, respectivamente. El contenido de proteina no
fue diferente significativamente entre las pectinas de tuna, sin embargo, la pectina
citrica presentd un porcentaje menor de proteina como se observa en la Tabla 10.
Estos valores son similares a lo reportado en pectina de manzana (4.43%) y en pectina
de girasol (4.33%) (Muhidinov et al., 2021), sin embargo, mayores al 1.91% reportado
por Saeidy et al. (2023), en pectina de betabel y menores al 10.82% reportado por
Morales-Martinez et al. (2018) en pectina de tuna. El contendido de proteina depende
de las técnicas utilizadas para la extraccion y purificacidon de las pectinas (Muhidinov et
al., 2021).

47



Glc

| Xyl Ara MIX

Ram
Man

Gal

— CABA 01

— CABA 02

nRIU

CiTRICA

0o 5 10 15 20 25 30

Tiempo (min)

Figura 10. Cromatograma de pectinas hidrolizadas con TFA 2 M
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6.2.1. Determinacion de la masa molar

En la Figura 11 se observa el cromatograma de pectinas para la determinacién de
masa molar y en la Tabla 11 se observan las caracteristicas macromoleculares de
pectinas como la masa molar promedio en peso (Mw), la masa molar promedio en
numero (Mn) y el indice de polidispersion (IP = Mw/Mn). Las pectinas de tuna
presentaron mayores masas molares, tanto Mw como M, que la pectina citrica, asi
como mayor indice de polidispersidad. Las pectinas de tuna son macromoléculas casi 4
veces mas grandes en peso que las pectinas citricas. Su complejidad estructural
genera una distribucion mas amplia de masas molares (IP > 3) que la pectina citrica, la
cual es una macromolécula mas pequefia y con menores zonas ramificadas. La Figura

11 muestra el perfil de elucién GPC/SEC de las pectinas de este estudio.

Las caracteristicas macromoleculares de las pectinas de tuna (CABA 01 y CABA 02)
son similares a lo reportado por Morales-Martinez et al. (2018) (Mw= 204.08x103 g/mol;
IP = 3.19) y Soto-Romero (2019) (Mw 240.10x103 g/mol; IP=4.42) para pectina de tuna
de la misma variedad. En diversos estudios se ha demostrado que el comportamiento
de las pectinas como agente espesante, gelificante y estabilizador depende de la masa
molar promedio y la distribucion de masas molares (Dranca, Vargas, & Oroian, 2020).

Tabla 11. Caracteristicas macromoleculares de pectinas.

Mn (102 g/mol) My (102 g/mol) IP (Mw/Mn)
CABA 01 46.83 £ 1.12° 193.08 + 2.99 ° 452+0.70°
CABA 02 7448 £ 0.64 2 24194 £ 18992 3.25+0.23°
Citrica 16.86 £ 0.24 ° 50.90 £+ 1.23 ¢ 291+£018°

Los valores son los promedios de 3 repeticiones + desviacion estandar. Los valores con la misma letra no fueron
significativamente diferentes (prueba de Tukey; p>0.05). Mn: masa molecular promedio en numero. Mw: masa

molecular promedio en peso. IP: indice de polidispersion.
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6.2.2. Determinacién del pKa

En la Figura 12 se observan las curvas de titulacion potenciométrica de pectinas de
tuna y citrica a una concentracion de 1%. Ademas, se muestran las dependencias
(ApH/AV)=f(V) y A(ApH/AV)=f(V) con los datos obtenidos en la curva de valoracion,
como aproximaciones a las primera y segunda derivadas correspondientes. El punto de
equivalencia fue 160 uL para pectinas de tuna y 380 uL para pectina citrica. Con esos

valores, el pKa de pectinas de tuna es 5.96 y 5.97 y para pectina citrica de 4.28, este
ultimo es cercano al reportado por Rivera-Hernandez et al. (2023) para la misma
pectina citrica (i.e. 4.40). Para pectinas se han reportado valores de pKa en el rango de
3.5 a 4.5 el valor depende del contenido de acido galacturonico, por lo que a mayor
concentracion de este acido menor valor del pKa. El pKa de pectinas de tuna no ha sido
reportado, sin embargo, es mas alto que el de pectina citrica, lo cual se atribuye a
diferencias en su contenido de acido galacturénico, mayores valores de DM (menor
numero de acidos galacturonicos no esterificados), diferente contenido y posiblemente
composicion de aminoacidos en su fraccion proteinica. Algunos estudios de la
composicion de aminoacidos de pectinas de frutas han reportado la presencia de
treonina y serina los cuales son aminoacidos que poseen grupos R con alto valor de
pKa (Lenchyk, Upyr, Mohammed, & Komisarenko, 2020), sin embargo, es necesario un

analisis de aminoacidos de pectina de tuna.
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6.2.3. Viscosidad

En la Figura 13 se observan las curvas de viscosidad en funcién de la velocidad
de corte (s™') de las pectinas de tuna y pectina citrica. Para estas determinaciones
se usaron las concentraciones de pectinas identificadas como minimas inhibitorias
para la mayoria de los microorganismos indicadores evaluados en este trabajo

(seccion 5.5). La viscosidad (1) de las soluciones de pectinas de tuna disminuye

conforme la velocidad de corte se incrementa, por lo tanto, las pectinas de tuna
presentaron comportamiento no newtoniano del tipo pseudoplastico o
reofluidificante. Este comportamiento es similar a lo reportado por Morales-
Martinez et al. (2018) en pectina extraida de Opuntia albicarpa 'y O. matudae, y en
pectina extraida de Opuntia robusta por Mota et al. (2020). En el caso de la
pectina citrica, se observd un comportamiento newtoniano en las dos
concentraciones evaluadas (1 y 1.2%). La viscosidad de las soluciones de pectina
citrica fue dos érdenes de magnitud menor a la viscosidad de las pectinas de tuna,
los valores de viscosidad fueron 1.97 y 2.22 mPa s para pectina citrica al 1.0 y
1.2%, respectivamente. EI comportamiento al flujo de las pectinas de tuna se
describe a través del modelo de Cross, los parametros del mejor ajuste se
muestran en la Tabla 12. CABA 01 presentd un valor mas grande de no, las
soluciones de esta pectina presentan mayor viscosidad bajo cizallamiento
tendiente a cero, como se observa en la Figura 12 en la linea de ajuste del
modelo. CABA 02 presenta una meseta newtoniana mas pronunciada que CABA
01, el valor de A es una constante de tiempo relacionada con la relajacién de las
cadenas poliméricas en solucién, lo cual depende de las interacciones
intermoleculares del tipo van der Waals que se generan debido a ramificaciones
en la estructura y el tamarfo de las cadenas. CABA 02 presenté mayor masa molar
y mayor proporcion de cadenas laterales (valores mayores de RG-I), por lo tanto,
el numero de puentes de hidrogeno o interacciones tipo van der Waals, se
incrementa, reduciendo el tiempo de relajacion de cadenas (valores menores de
A). En la region de flujo pseudoplastico, el valor de m para este tipo de polimeros
tiende a (7- n), en donde n es el indice de flujo del modelo de La Ley de la
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Potencia, ampliamente conocido. Por lo tanto, las soluciones de CABA 01 son mas

pseudoplasticas que las de CABA 02.
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Figura 13. Curva de viscosidad de pectinas de tuna y citrica.

Tabla 12. Parametros del modelo reoldgico de Cross para pectinas de tuna

no(Pa s) A(s) m (-) R? Error
estandar
CABA 01 0.229 0.418 0.679 0.999 0.0004
CABA 02 0.122 0.011 0.566 0.999 0.0003

no: viscosidad a valores de cizalla tendientes a cero. A: Constante de tiempo del modelo de Cross, relacionada

con el tiempo de relajacion del polimero en solucién. m: exponente del modelo de Cross.
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6.3. Actividad antioxidante

En la Tabla 13 se muestran los resultados de la actividad antioxidante de las
pectinas. Las pectinas CABA 01 y CABA 02, a una concentracion del 0.4% p/v (4
mg/mL), presentaron menor porcentaje de captaciéon de radicales DPPH que la
pectina citrica a la misma concentracion; los valores fueron 25.79 £ 2.42, 22.85 £
1.68 y 36.0 £ 1.0%, para CABA 01, CABA 02 y pectina citrica, respectivamente sin
embargo, para el radical ABTS, los valores fueron mayores y no se observo
diferencia significativa (p>0.05) entre CABA 01, CABA 02 y pectina citrica, los
valores fueron 50.43 + 4.03, 47.83 £ 7.97 y 42.75 + 5.86 %, respectivamente. La
Tabla 13 también muestra la actividad antioxidante de las pectinas de estudio en

términos de equivalentes de acido ascorbico (ug/gpectina).

Los valores de la actividad antioxidante contra DPPH son menores a lo reportado
en polisacaridos pécticos de Gardenia jasminoides, pectina de bayas de espino,
de manzana y okra, donde se ha reportado que a concentraciones de 0.47, 0.2,
0.25 y 0.38%, respectivamente, inhibieron el 50% del radical DPPH (Chen et al.,
2020; Xiong et al., 2021). Por otra parte, la actividad antioxidante determinada por
el método ABTS es similar a lo reportado por Xiong et al. (2021) en pectina de
okra, quienes reportaron 50% de inhibicion del radical a una concentracion de
0.47% de pectina de okra. Sin embargo, la actividad antioxidante por ABTS de
pectinas de tuna es menor a lo reportando para algunas pectinas de manzana,
Wikiera et al. (2021) reportaron 50% de inhibicién del radical ABTS con 0.245% de
pectina de manzana. La pectina citrica del presente trabajo mostr6 mayor
actividad antioxidante que la evaluada por Huang, Lu, Wang, y Wu (2011), quienes
reportaron una inhibicién del 1% del radical DPPH a una concentracién de pectina
del 1%.

La actividad antioxidante de las pectinas depende de diversos factores como la
masa molecular, estructura y conformacion, lo cual estad determinado por la fuente
de éstas y de los métodos de extracciéon y purificacion, sin embargo, en diversos
estudios se ha observado que el grado de esterificacion no se relaciona con la
actividad antioxidante (Liu et al., 2016). Se ha observado que a mayor contenido
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de acidos urdnicos la actividad antioxidante incrementa, debido a la presencia de
grupos hidroxilos libres que son capaces de donar hidrogenos y estabilizar los
radicales DPPH y ABTS. La pectina citrica al tener un mayor porcentaje de acido
galacturonico, respecto a las pectinas de tuna, mostré mayor capacidad de atrapar
al radical DPPH (Wei et al.,, 2018). Ademas, la actividad antioxidante esta
relacionada a la presencia de acido ferulico, el cual es un compuesto fendlico
capaz de donar hidrégenos. La pectina citrica presentd mayor porcentaje de acido
ferulico respecto a las pectinas de tuna confirmando la relacion mencionada

previamente (Karnik et al., 2016).

Se ha demostrado que la presencia de unidades de monosacaridos que tienen
grupos hidroxilo incrementan la actividad antioxidante, debido a que pueden donar

un protdn y reducir los radicales (Buathongjan et al., 2020)

Se ha observado que la pectina tiene mejor actividad antioxidante cuando su
viscosidad no es tan alta, debido a que la viscosidad interfiere en la interaccién
entre los grupos hidroxilos y los radicales, por lo que la pectina citrica al ser menos
viscosa que las pectinas de tuna, pudo ser mas eficaz para inhibir el radical DPPH
(Wathoni et al.,, 2019). Estos resultados confirman que las pectinas de tuna y
citrica pueden actuar como donadores de protones y puede atrapar los radicales
libres DPPH y ABTS (Xu et al., 2018).

Tabla 13. Actividad antioxidante de pectinas de tuna (CABA 01, CABA 02) y

citrica. Se evaluaron soluciones acuosas de 4 mg/mL de pectinas.

DPPH ABTS
% CaptaCIén Ugeq aa*/gpectina OA) CaptaClén Ugeq aa*/gpectina
CABA 01 25.8+2.42° 741.2+742° 504+4.0°2 695.4 £ 50.8 @
CABA 02 229+1.68° 650.0+51.4° 47.8+80°% 717.8+14.0°%
Citrica 36.0 + 1.00 ® 1057.2 £ 30.7 @ 428+59° 573.8+53.8°

Los valores son los promedios de 3 repeticiones + desviacion estandar. Los valores con la misma

letra no fueron significativamente diferentes (p>0.05, prueba de Tukey). *Microgramos
equivalentes de &cido ascorbico.
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6.4. Actividad antimicrobiana

6.4.1. Concentracion minima inhibitoria

Para la actividad antimicrobiana se probaron soluciones de pectina (mg/mL): 1, 2,
3, 4,8y 10 contra S. aureus y E. coli mientras que para Listeria monocytogenes,
Shigella flexneri, Salmonella spp, Pseudomonas aeruginosa y Candida

parapsilosis se utilizaron concentraciones de 6, 8 10 y 12 mg/mL.

Se observo que al incrementar la concentracion de pectina CABA 01 la inhibicion
de L. monocytogenes aumentd, logrando inhibir su crecimiento a una
concentracion de 13 mg/mL. CABA 02 logr6 inhibir el crecimiento de L.
monocytogenes a una concentraciéon de 8 y 10 mg/mL, las cuales no fueron
diferentes significativamente. Este mismo comportamiento se observd para la
pectina citrica inhibiendo por completo a una concentracion de 6 mg/mL.
Conforme a ello se establecid la concentracion minima inhibitoria (CMI) de 13, 8 y
6 mg/mL para CABA 01, CABA 02 y pectina citrica, respectivamente (Tabla 14).

A una concentracion de 13 mg/mL CABA 01 logro inhibir el crecimiento de S.
aureus. CABA 02 inhibié por completo a S. aureus a concentraciones de 8 y 10
mg/mL mientras que la pectina citrica desde 4 mg/mL inhibié por completo y no
presento diferencia significativa a concentraciones de 8 y 10 mg/mL. Por lo tanto,
la concentracion minima inhibitoria de las pectinas contra S. aureus fueron 13

mg/mL para CABA 01, 8 mg/mL para CABA 02 y 4 mg/mL para citrica.

La actividad antimicrobiana de pectinas contra Staphylococcus aureus ha sido
observada por Abdel-Massih, Hawach & Daoud (2015), quienes encontraron una
CMI de 3.125 mg/mL en pectina citrica, mientras que Presentato et al. (2020)
encontraron valores mayores de CMI de pectina citrica (40 mg/mL) y CMI menores

para pectinas de limén y toronja (2 mg/mL).

La pectina CABA 01 disminuyé el crecimiento de E. coli a concentraciones de 1y
2 mg/mL, las cuales no fueron significativamente diferentes. A concentraciones de

3 y 4 mg/mL la disminucién del crecimiento de E. coli continud, sin embargo, entre
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ellas no hubo diferencia significativa. A concentraciones de 8 y 10 mg/mL el
comportamiento se mantuvo, sin embargo, no se alcanzé a inhibir por completo el
crecimiento de E. coli. Para CABA 02 se observo una disminucion del crecimiento
de E. coli a medida que se incrementd la concentracion de la pectina hasta una
concentracion de 8 y 10 mg/mL, en donde se alcanzé la inhibicidn completa del
microorganismo y no sé observo diferencia significativa entre estas
concentraciones. La pectina citrica presentd el mismo efecto que la pectina CABA
02. De acuerdo con lo observado, la concentracion minima inhibitoria de CABA 01
fue 13 mg/mL y para CABA 02 y pectina citrica fue 8 mg/mL como se observa en
la Tabla 14, sin descartar que puede ser menor a este valor ya que no se
exploraron concentraciones entre 4 y 8 mg/mL. Estos valores son mayores a las
concentraciones de 1y 0.7 mg/mL que se han reportado para inhibir el crecimiento
de E. coli con pectinas de mora y manzana ( Kumar et al., 2020; Mathur et al.,
2011).

Tabla 14. Concentraciones minimas inhibitorias (CMI) de pectinas de tuna (CABA
01 y CABA 02) y citrica contra algunos patégenos (Xo=10° UFC/mL)

Microorganismo CMI (mg/mL)
CABA 01 CABA 02 Citrica

Listeria monocytogenes 13 8 6
Staphylococcus aureus 13 8 4
Escherichia coli 13 8 8
Shigella flexneri 10 6 6
Salmonella sp. >12 8 10
Pseudomonas aeruginosa >12 12 >12
Candida parapsilosis 6 6 4
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Shigella flexneri fue inhibida a una concentracién de 6 mg/mL de CABAO2 y
pectina citrica, mientras que CABA 01 requirid estar en una concentracion de 10
mg/mL. La actividad antimicrobiana de pectinas contra este patégeno no ha sido
estudiada, sin embargo, son concentraciones similares a las encontradas contra
otros patdégenos gram negativos, por lo que estos resultados se pueden utilizar

como referencia para proximos estudios (Presentato et al., 2020).

Se inhibi6 el crecimiento de Salmonella sp. en presencia de pectina CABA 02 a
partir del 8 mg/mL mientras que en presencia de pectina citrica se observo la
completa inhibicién a una concentracion de 10 mg/mL. En presencia de la pectina
CABA 01 a 12 mg/mL aun se observo crecimiento. Estas CMI fueron mayores a lo
reportado en pectina de mora por Kumar et al. (2020) quienes inhibieron
Salmonella typhi a una concentracion de 1 mg/mL, sin embargo, en el trabajo no

se dan detalles de la concentracion inicial de S. typhi.

Pseudomonas aeruginosa fue inhibida por CABA 02 a una concentracion de 12
mg/mL; sin embargo, en presencia de CABA 01 y citrica, a la misma
concentracion, se observo crecimiento. La actividad antimicrobiana contra este
patogeno ha sido estudiada por Presentato et al. (2020), quienes observaron que
la pectina de toronja inhibid el crecimiento a una concentracion de 10 mg/mL
mientras que la pectina de limén y la pectina citrica comercial lograron el mismo

efecto a una concentracion de 20 mg/mL.

Candida parapsilosis fue inhibida por completo por las pectinas de tuna a
concentraciones de 6, 8 y 10 mg/mL, sin diferencia significativa entre ellas,
mientras que la pectina citrica la inhibié a partir de 4 mg/mL, por lo que las CMI
fueron 6 mg/mL para CABA 01 y CABA 02 y 4 mg/mL para pectina citrica. La
actividad antifungica de pectinas no ha sido explorada.

La pectina CABA 01 mostré menor inhibicidn contra los microorganismos en
estudio, respecto a CABA 02 y citrica, esto puede deberse a que la pectina CABA
01 tiene menor porcentaje de acido ferulico, el cual se ha reportado que es capaz

de inhibir el crecimiento de patégenos a una concentracién de 0.015%
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(ljabadeniyi, Govender, Olagunju, & Oyedeji, 2021) debido a que es capaz de
desestabilizar e incrementar la permeabilidad de la membrana citoplasmatica,
ademas de inhibir enzimas y la sintesis de acidos nucleicos (Borges et al., 2013).
Ademas, en solucion, la pectina CABA 01 tiene un mayor pH (4.5) en comparacion
a CABA 02 y pectina citrica (4 y 3, respectivamente), lo cual influye en el
crecimiento de microorganismos. Por otra parte, el pH de las soluciones de pectina
es menor al valor de su respectivo pKa, por lo tanto, en solucion los grupos
carboxilo del acido galacturonico no estan disociados, lo cual pudiese facilitar su
posible interaccion con moléculas de la pared celular (peptidoglucano, acido
lipoteicoico, acido teicoico, lipopolisacaridos) afectando la permeabilidad de la
célula provocando la muerte celular. Sin, embargo, no existen aun suficientes
estudios sobre el mecanismo antibiético de pectinas. Mazitova, Fish, Kivman, &
Kulinich (1988) estudiaron la actividad antimicrobiana de pectinas de manzana y
citrica contra E. coli a pH acido y neutro y no observaron diferencia significativa

entre los tratamientos.

El microorganismo en el cual se observd menor actividad antimicrobiana fue
Pseudomonas aeruginosa, patdgeno oportunista que posiblemente ha
desarrollado mecanismos de resistencia a diferentes antibiéticos (Pang, Raudonis,
Glick, Lin, & Cheng, 2019).

Li et al., (2023) mencionan que los polisacaridos vegetales se adhieren a la pared
celular de las bacterias y muestran propiedades antimicrobianas a través de varios
mecanismos. Los mecanismos principales implican la alteracion de la
permeabilidad de la membrana celular, impedir la uniéon de bacterias patégenas a
la célula huésped y obstruir el transporte transmembrana de nutrientes o fuentes

de energia para obstaculizar el metabolismo energético bacteriano.

El mecanismo por el cual las pectinas tiene actividad antimicrobiana aun no ha
sido dilucidado, sin embargo, existen distintas teorias. Daoud, Sura, & Abdel-
Massih (2013) reportaron que la pectina citrica interfiere en la habilidad de
Helicobacter pylori para colonizar tejidos humanos, Mazitova et al. (1988)
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observaron que las pectinas, citrica y de manzana interfieren en la habilidad de los

microorganismos de adherirse a los receptores de las células susceptibles.

Jain et al. (2014) mencionan dos principales mecanismos por los que los
polimeros, como el quitosano, son capaces de inhibir el crecimiento de
microorganismos en funcién del pH. A pH menor a su pKa la molécula se protona
provocando interacciones electrostaticas entre el polimero y la pared celular,
mientras que a pH mayores al pKa se producen interacciones hidrofébicas vy
quelacion. En las pectinas en estudio, el pH estuvo por debajo del pKa, lo que
sugiere que los grupos funcionales, principalmente los COOH de los acidos
galacturonicos no esterificados, se encuentran no disociados, facilitando la
interaccidon con moléculas con carga negativa o con grupos funcionales
electronegativos de la pared celular microbiana como se observa en la Figura 14.
Otro mecanismo por el cual la pectina puede tener actividad antimicrobiana es que
al poseer carga negativa puede inhibir el crecimiento de las bacterias a través de
la quelacion de cationes esenciales para el crecimiento bacteriano (Wang et al.,
2021).

6.4.2. Permeacion de membrana con cristal violeta

Para observar el dafno ocasionado por las pectinas a nivel de la membrana celular
se utilizo cristal violeta, el cual es absorbido en mayor cantidad por las células que
presentan una alteracion en la permeabilidad de su membrana. En este ensayo se
colocaron los microorganismos en presencia de las pectinas a la concentracion

minima inhibitoria durante 18 h y después se adiciono el cristal violeta.

En la Figura 10 se muestran los resultados del porcentaje de captacion de cristal
violeta en las células bacterianas en presencia de las pectinas CABA 01, CABA 02
y citrica a sus concentraciones minimas inhibitorias (Tabla 14). Se observé que en
todos los patdogenos no hubo diferencia significativa entre el porcentaje de
captacion en presencia de las pectinas de tuna, pero fueron significativamente
mayores a los porcentajes del control, a excepcion de Pseudomonas aeruginosa
donde no se encontro diferencia entre el control y en presencia de CABA 01. Estos
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resultados concuerdan con lo observado en la determinacién de la concentracion
minima inhibitoria, ya que a la concentracién probada no logré inhibir el

crecimiento por completo de este microorganismo.
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Figura 14. Posibles interacciones entre la pectina y la membrana de
microorganismos.

Ademas, se observd que las células de todos los patdgenos en estudio, en
presencia de la pectina citrica presentaron mayores porcentajes de captacion de
cristal violeta y fueron diferentes significativamente al control, por lo que se puede

inferir que esta pectina genera mayor dafo en las células patégenas permitiendo
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mayor absorcidén del cristal violeta (Hernandez-Valdepena et al., 2021). Estos
resultados concuerdan con lo observado en la determinacion de la concentraciéon
minima inhibitoria, donde se requirieron menores concentraciones de pectina

citrica para inhibir el crecimiento de las bacterias.

Con esta prueba se puede inferir que el principal mecanismo de accién de las
pectinas es la interaccion con las membranas, afectando su permeabilidad. Sin
embargo, se requieren mas investigaciones para entender el mecanismo de

accién de las pectinas contra microbios patdgenos de interés alimentario.
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de pectinas a la concentracion minima inhibitoria.
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7. Conclusiones

El analisis de los grupos funcionales comprobd que los polisacaridos extraidos de
cascara de tuna (Opuntia albicarpa) son pectinas de bajo metoxilo. Las pectinas
de tuna son heteropolisacaridos que poseen galactosa, arabinosa ramnosa,
glucosa, masa molar alta (Mw: 193 a 241x10° g/mol), acido ferulico (0.26 a 0.31%)
y proteina dentro de su composicion, mientras que la pectina citrica carece de
galactosa, presenta mayor contenido de acido ferulico (0.39%) y menor masa
molar (Mw: 50.9%103 g/mol).

Las pectinas de tuna y citrica tienen la capacidad de inhibir los radicales ABTS y
DPPH a una concentracion de 0.4%, dandole un potencial como antioxidante

natural para ser aplicado en la industria alimentaria.

Las pectinas de tuna y citrica inhibieron el crecimiento de bacterias gram positivas
(Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus), gram negativas (Escherichia
coli, Shigella flexneri, Salmonella sp., Pseudomonas aeruginosa) y una levadura
(Candida parapsilopsis), proveyendo una alternativa a los antimicrobianos

sintéticos.
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Anexo D

Curva de calibracion de acido ascoérbico con DPPH
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Curva de calibracion acido ascoérbico con ABTS

Anexo E

0.5

0.4

0.3 ~

0.2 ~

0.1

0.0 ~

y=-0.0678x + 0.3512

r’= 0.9716

0

1

Acido ascérbico (ug/mL)

2

3

81



330D JYIUIIS BY) JO JUBPISald  93NIWw0) BuiziuediQ 3y} JO Juapisald YDAV JO Juapisald
BI3JJ3Y eiieq| *) 3153[3) A Z314313N0 B|3A J2q|ID 1 ossef zan8lpoy m.:m_z\mmox 'aq

T TR

"02IX3N ‘B|gand Ul 8T-9T JaqWIBAON U0 33e|d 3003 ydiym
720z poo4 une ssasduo) Alajes pue A8ojouyaalolg ‘@uaids poo4 YioT 2yl 1e

sanuadoad aanoeoiq pue jeanydnais iediediqje eaundQ wouy sudad

:P33IBUI HIOM 3y} JO uoyejuasald |eso ay) 1oy uoiudodal uj

‘S9U| BUBLIPY ‘ZapueuJay
-zan31upoy ‘0120Y |2p B ‘Jejjan)-zadoT |anuey JOPIA ‘Zasen(-zauiuey ‘espuelay
eshep ‘e33)10-22d07 (0MIQION ‘ZIPUBLIDH-BLIIBARY) ‘Bulj0ie) ‘ZajezuoD-soding

10} pajuasaid si 31e24y1uad sy

9JU312G P00 JO UOLILLIOSSY UBIIXI

TONIDS 0004 40 NOLLVIDOSSY NYIXIW

-
Mue) hejug 7

N e
00 S\ o
AT ¥

82



	Índice
	Índice de Tablas
	Índice de Figuras
	Resumen
	Abstract
	1. Introducción
	2. Marco teórico
	2.1. Tuna (Opuntia albicarpa Scheinvar)
	2.2. Pectina
	2.2.1. Estructura química de la pectina
	2.2.1.1. Homogalacturonano
	2.2.1.2. Galacturonanos sustituidos con cadenas laterales
	2.2.1.2.1. Apigalacturonano
	2.2.1.2.2. Xilogalacturonano
	2.2.1.3. Ramnogalacturonano II
	2.2.1.4. Ramnogalacturonano I
	2.2.1.5. Ácido ferúlico
	2.2.2. Propiedades y usos de las pectinas
	2.2.2.1. Pectina en la industria alimentaria
	2.2.2.2. Pectina en la industria farmacéutica
	2.2.2.3. Propiedad antimicrobiana de pectinas
	2.2.2.4. Propiedad antioxidante de las pectinas
	2.3. Pectina de tuna Opuntia albicarpa
	3. Justificación
	4. Objetivos
	4.1. General
	4.2.  Objetivos específicos
	5. Materiales y métodos
	5.1. Materiales
	5.2.  Purificación de pectinas
	5.3. Caracterización química
	5.3.1.  Identificación de grupos funcionales por espectroscopía de infrarrojo con transformada de Fourier (FT-IR)
	5.3.2. Determinación de ácido galacturónico
	5.3.3. Determinación del grado de metilesterificación por espectroscopía de infrarrojo con transformada de Fourier (FT-IR)
	5.3.4. Determinación de la masa molar de pectinas
	5.3.5. Determinación de ácido ferúlico
	5.3.6. Determinación de proteína
	5.3.7. Determinación de monosacáridos por HPLC
	5.3.8. Determinación del pKa
	5.4. Propiedades reológicas de pectinas en solución
	5.5. Determinación de actividad antioxidante de pectinas
	5.5.1. Determinación de actividad antioxidante mediante DPPH
	5.5.2. 4.5.2 Determinación de actividad antioxidante mediante ABTS
	5.6.  Determinación de actividad antimicrobiana de pectinas
	5.6.1. Microorganismos indicadores
	5.6.2. Concentración mínima inhibitoria
	5.6.3. Captación de cristal violeta para la evaluación de la permeabilidad de la membrana bacteriana
	6. Resultados y discusiones
	6.1. Identificación de grupos funcionales
	6.2. Caracterización química
	6.2.1. Determinación de la masa molar
	6.2.2. Determinación del pKa
	6.2.3. Viscosidad
	6.3. Actividad antioxidante
	6.4. Actividad antimicrobiana
	6.4.1. Concentración mínima inhibitoria
	6.4.2. Permeación de membrana con cristal violeta
	7. Conclusiones
	8. Referencias
	Anexo A
	Anexo B
	Anexo C
	Anexo D
	Anexo E


