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Resumen

Los fenoles son compuestos aromaticos, entre los cuales se encuentran los derivados del
acido galico (taninos) y los flavonoides. Algunos fenoles contribuyen a la pigmentacion
de muchas partes de las plantas (antocianos) y actdan como fitoalexinas. Ademas,
varias moléculas de los fenoles poseen una estructura quimica que les permite tener
actividad antioxidante. Estos compuestos tienen uno o mas grupos hidréxilo (OH) unidos
directamente al anillo aromético, lo cual permite que sean solubles en ciertos compuestos
polares organicos e inorganicos. El agua, metanol y etanol son algunos de los solventes
utilizados para la extraccion de fenoles totales de muestras de vegetales. En este estudio
se analizaron los extractos de la cascara de tuna verde y roja (Opuntia ficus-indica (L)
miller) y los extractos de la cascara de xoconostle (Opuntia matudae) para determinar
los fenoles totales como equivalentes de acido gélico, por lo que se empled un método
de oxido-reduccion con el reactivo de Folin-Ciocalteau. Los resultados mostraron que la
mayor concentracién de Fenoles totales (FT) se observd en los extractos etandlicos (EE)
para los tratamientos analizados. En los extractos acuosos (EA) se obtuvo la segunda
mayor concentracion de FT y por Ultimo los extractos etandlicos tuvieron los valores
menores. Las concentraciones de FT fueron aproximadamente de 100 pg de acido
galico/mLa 650 ug de acido gélico/mL en los tratamientos evaluados. Las cascaras de
tuna o xoconostle pueden ser una fuente de antioxidantes naturales para el disefio de
alimentos funcionales como las emulsiones.

Palabras clave: fenoles, flavonoides, tuna acida, tuna dulce, fitoalexinas.
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Abstrac

Phenols are aromatic compounds, among which are the derivatives of gallic acid
(tannins) and flavonoids. Phenols contribute to the pigmentation of many parts of plants
(anthocyanins) and act as phytoalexins. Some molecules of phenols have a chemical
structure that allows them to have antioxidant activity. These compounds have one or
more hydroxyl groups (OH) attached directly to the aromatic ring which allows them
to be soluble in certain polar organic and inorganic compounds. Water, methanol and
ethanol are some of the solvents used for the extraction of total phenols from vegetable
samples. In this study extracts of prickly pear cactuspeel (Opuntia ficus-indica (L) miller).
Were studied green and red fruits. Also, the extracts of the xoconostle peel (Opuntia
matudae) were analyzed to determine the total phenols as gallic acid equivalents, so
that an oxido-reduction method was used with the Folin-Ciocalteau reagent. The results
showed the highest concentration of total phenols (TP) were observed in the ethanolic
extracts (EE) for the three samples analyzed with ofprickly pear cactus or xoconostle
peel. The aqueous extracts (AE) had the second highest concentration of TP and
finally the methanolic extracts (EE) had the lowest values of TP. Values were obtained
between 100 pg of gallic acid/mL and 650 pg of gallic acid/mL in the treatments. The
peels ofprickly pear cactus or xoconostlecan be a source of natural antioxidants for the
design of functional foods such as emulsions.

Key words: phenols, flavonoids, prickly pear cactus, peel, phytoalexins
Introduccién

La familia de las Cactaceae se encuentra constituida por alrededor de 2,000 especies,
siendo México el principal centro de diversidad de la familia, con aproximadamente
850. Muchas especies tienen importancia econdmica, entre las que destacan algunas
pertenecierntes a los géneros Opuntia, Hylocereus y Selenicereus (Ochoa y Guerrero,
2010).

Una de las especies mas conocidas es la Opuntia ficus indica, también denominada
como tuna o higo de la india. Esta familia es nativa del continente Americano, y se pueden
encontrar desde el sur de Canada hasta el sur de Argentina. Los frutos de Opuntia ficus
indica (L) miller (tuna) son de color verde, amarillo, rojo o morado con abundante pulpa
carnosa; son frutas ovaladas de 5 a 10 cm de largo por 4 a 8 cm de didametro y tienen
un sabor dulce (Ochoa y Guerrero, 2010).

Otra familia de cactaceas es la Opuntia joconostle, la cual crece en las zonas secas de
México; su fruto es el xoconostle, su piel es suave y comestible, pero a diferencia de la
tuna, tiene un sabor agrio, de ahi su nombre (xococ “agrio” en nahuatl). Recientes estudios
han demostrado que la tuna, al igual que el xoconostle, contiene altas concentraciones
de compuestos antioxidantes tales como el acido ascérbico, compuestos fendlicos y
pigmentos betalainicos (Chougui y col. 2015; Morales y col. 2012; Guzman-Maldonado
y col. 2010; Ochoa y Guerrero, 2010).

Los compuestos fendlicos constituyen una de las principales clases de metabolitos
secundarios de los vegetales, donde desempefian diversas funciones fisioldgicas. Se
trata de compuestos que intervienen en el crecimiento y reproduccién de las plantas,
asi como en procesos bioldgicos contra agentes patdgenos, depredadores o radiacion
ultravioleta. Esta actividad biolégica de los polifenoles esta relacionada también con su
caracter antioxidante (Porras y Lopez, 2009).

La cantidad y tipos de compuestos polifendlicos presentes en un alimento varian

en funcién de la especie, variedad y parte (fruto, semillas, brotes, hojas entre otros)
del vegetal considerado, asi como las horas de exposicién solar, grado de madurez,
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condiciones de cultivo, procesado y condiciones de almacenamiento (Porras y Lopez,
2009).

Otras de las propiedades de los compuestos polifendlicos estan relacionadas con
la calidad de los alimentos, debido a que son responsables de algunas propiedades
sensoriales. Por ejemplo, las antocianinas son pigmentos responsables del color rojo-
azulado de muchas frutas como las fresas, uva, ciruelas, tunas, etcétera; los flavonoles
aportan el color amarillo caracteristico de algunas partes externas de frutas o vegetales;
las flavanonas son responsables del sabor amargo de algunos citricos; el eugenol
caracteriza el intenso aroma de los plantanos, o los taninos que confieren la astringencia
a algunas frutas (Porras y Lopez, 2009).

La mayoria de productos naturales aromaticos provenientes de las plantas y vegetales
son fenoles, compuestos ampliamente distribuidos en la naturaleza. Entre los principales
compuestos fendlicos naturales se encuentran:

1. Los derivados del 4cido galico (taninos: condensados e hidrolizables).

2. Los flavonoides (catequinas, leucoantocianinas, flavanonas, flavanonoles, flavonas,
antocianinas, flavonoles, chalconas, dihidrochalconas, auronas, isoflavonas). (Toapanta,
2011).

En este estudio se utilizé6 un método de oxido-reduccion con el reactivo de Folin-
Ciocalteu. Este proceso utiliza como medida el contenido de compuestos fendlicos
totales en productos vegetales. Se basa en que los fenoles reaccionan con el reactivo
de Folin-Ciocalteu, a pH basico, dando lugar a una coloracion azul susceptible de ser
determinada espectrofotométricamente a 765 nm. Como se menciond, el mecanismo
de reaccion es una reaccion redox, por lo que ademas puede considerarse también,
como un método de medida de la actividad antioxidante total. La oxidaciéon de los
polifenoles presentes en las muestras de tuna o xoconostle, causa la aparicion de una
coloracion azulada que presenta un maximo de absorcion a 765 nm y que se cuantifica
por espectrofotometria con base en una curva patrén de 4cido gélico. Se trata de un
método preciso y sensible, que puede tener numerosas variaciones, fundamentalmente
en lo relativo a los volimenes utilizados de la muestra a analizar, concentracion de
reactivos y tiempo de reaccion (Garcia y col. 2010).

El objetivo de este estudio es evaluar el contenido de fenoles totales en extractos
metandlicos (EM), etandlicos (EE) y acuosos (EA) en muestras de céscaras de tuna
verde y roja, asi como en el xoconostle. Se realizé una comparacién estadistica (ANOVA
y prueba de Duncan) entre las diferentes concentraciones de las muestras, el tipo de
céscaray el solvente utilizado para la extraccion de los FT.

Metodologia
*Preparacion de las cascaras de tuna y xoconostle

Se pesaron las muestras de tuna y xoconostle y se realizé la desinfeccion por
inmersion en una solucién de hipoclorito de sodio (5%, v/v) durante 30s. Las muestras
se mantuvieron a temperatura ambiente durante 12 horas para eliminar el exceso de
hipoclorito de sodio. Posteriormente, se separ6 la cascara de las muestras con un
cuchillo estéril. Una vez obtenidas las muestras, se secaron a una temperatura de
40°C/48 horas en un horno de charolas (Felisa FE-294AD, México) y se molieron en
una licuadora convencional durante 5 minutos. Luego se tamizaron, hasta obtener un
tamano de particula de 0.42 mm. Las harinas se guardaron en tubos Eppendorf estériles
y se almacenaron a -20°C hasta su uso.
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*Determinacion de fenoles totales en tuna y xoconostle

Se pesaron muestras de cascara de tuna verde, tuna roja y de xoconostle de 0.01g,
0.02g, 0.03g, 0.04g y 0.05g en tubos de polietileno. A cada muestra se le agregd 500uL
de metanol, etanol o agua y se agitaron en un vortex (Labnet, EUA) a 350 rpm durante
10s. Para la determinacion de fenoles totales se utilizé una modificacién de la técnica
reportada por Zeng y Wang (2001) y Kraujalyte y col. (2013). Se tomé un volumen de
100pL de los extractos y se le adicioné un volumen de 500uL del reactivo de Folin-
Ciocalteau (J.T. Baker). Después se agregaron 400uL de una solucién de carbonato
de sodio al 7.5%(p/v, J.T. Baker). Los tratamientos se sumergieron en un bafio de
temperatura controlada (Polystat Temperature Controller, Cole-Parmer, EUA) a 30°C
durante 1.5 horas y se realizaron lecturas de absorbancia en un espectrofotdmetro
a una longitud de onda de 765 nm. Las muestras con valores >1.0 se diluyeron con
metanol, etanol o agua. Se realizd una curva patrén utilizando acido galico a diferentes
concentraciones para los tratamientos con metanol, etanol y agua. Los resultados se
sometieron a una ANOVA y una comparacion multiple de medias con la prueba de
Duncan, utilizando el paquete estadistico SAS System, Windows™ Version 6.12, USA.

Resultados y Discusion

El analisis estadistico (Tablas 1 y 2) muestra que los resultados experimentales se
ajustaron a un modelo lineal, para el efecto de las variables fijas; solvente (metanol,
etanol y agua), tipo de cascara (tuna verde, tuna roja o xoconostle) y concentracién de
céascara (0.01,0.02, 0.03, 0.04 y 0.05 g/mL) sobre la variable respuesta (Fenoles totales,
pg de acido galico/mL). El modelo describe la influencia de los factores investigados en
forma independiente: solvente (A), tipo (B) y concentracion de la cascara (C), y el efecto
de las interacciones (A*B, A*C, B*C y A*B*C). Se observo un efecto altamente significativo
(P<0.0001) del solvente (A), tipo de cascara (B) y concentracion de la cascara (C) en los
tratamientos evaluados, asi como en todas las interacciones de estudio. El coeficiente
de determinacion para el modelo lineal propuesto indica que sélo 1.13% de la variacion
total en la respuesta no puede ser explicado por el modelo desarrollado. Los valores Fo
para los parametros del modelo fueron Utiles para explicar el grado de significancia de los
efectos de las variables y sus interacciones (Tabla 2). En las condiciones experimentales
y considerando los valores de Pry las Fo se observé que los parametros que tuvieron
un mayor efecto significativo sobre la variable respuesta (FT) fueron, en primer lugar,
la concentracion de cascara de las muestras. La mayor cantidad de FT se encontro
en la concentracion de 0.05 g/mL. Posteriormente, el segundo parametro con mayor
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Figura 1

Determinacion de Fenoles
totales en EE de cascara de
tuna verde, roja o xoconostle.

Figura 2

Determinacion de Fenoles
totales en EM extractos de
cascara de tuna verde, roja o
xoconostle.

significancia fue el tipo de solvente y finalmente el tipo de muestra (tuna verde, tuna
roja o xoconostle). Esto significa que los cambios en la variable C (concentracion de
céscara) tiene un efecto mayor sobre los FT. Este comportamiento puede ser explicado
debido a la relacion lineal entre los FT y la concentracion de cascara evaluada. Algunos
estudios (Pokorny y col. 2001; Rappoport, 2003) mencionan en relacién a los mecanismos
de la actividad antioxidante una correlacién entre el contenido de fenoles totales y la
actividad de captura de radicales libres. Este fendbmeno permite sugerir la aplicacion de
las cascaras de las muestras estudiadas en el control de la oxidacion de los lipidos en
alimentos. Las Figuras 1, 2 y 3 muestran las concentraciones de FT en las muestras de
tuna verde, tuna roja o xoconostle. Las mayores concentraciones de FT se observaron
a las concentraciones de 0.04 g/mL y 0.05 g/mL. El andlisis con la prueba de Duncan
muestra que la cascara de tuna verde tiene el més alto valor de FT y presenta una
diferencia significativa (P<0.05) con respecto a las muestras de xoconostle y tuna roja.
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Tabla 1

ANOVA para el efecto de las variables: solvente (metanol, etanol o agua), cascara
(tuna verde, tuna roja o xoconostle) y la concentraciéon de cascara (0.01, 0.02, 0.03,
0.04 y 0.05 g/mL) sobre la respuesta (Fenoles totales, pg de acido galico/mL)

Figura 3

Determinacién de Fenoles
totales en EA de cascara de

tuna verde, roja o xoconostle.

Fuentede @ Grados de Suma de Cuadrados | Valor de Prs f
variacion libertad cuadrados medios F
Modelo 44 2029439.830 46123.632 89.49 0.0001
Error 45 23193.96 515.421
Total 89 2052633.791

R-Square = 0.9887

*Los valores de “Prob>F” menores que 0.050 indican que los parametros evaluados son

significativos.
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Tabla 2

ANOVA para el efecto de las variables fijas: solvente, tipo y concentraciéon de cascara
sobre la variable respuesta (Fenoles totales, pg de acido galico/mL)

TECNCCULTURA 45 loo

Fuente de variacion Valor de F Pr>F
A-Solvente (metanol, etanol o agual). 102.76 0.0001
B- Tipo de cascara (tuna verde, roja o xoconostle) 86.73 0.0001
C-Concentracion de la cascara. 838,50 0.0001
A'B 8.57 0.0001
A*C 7.83 0.0001
B*C 6.86 0.0001
A*B*C 3.27 0.0009
*Los valores de Pr >F menores que 0.050 indican que los parametros evaluados son
significativos.
Tabla 3

Prueba de Duncan para la comparacion del efecto de las variables fijas: solvente, tipo
y concentracion de céscara.

Variable respuesta
Variable fija Fenoles totales Prueba de Duncan’
(ug de dcido galico/mL)

Solvente Promedio
Etanol 362.201 A
Agua 314.223 B
Metanol 278.561 c

Tipo de cascara
Tuna verde 361.256 A
Xoconostle 307.394 B
Tuna roja 286.425 c
Concentracion de cascara (g/mL)

0.05 520.460 A
0.04 417.942 B
0.03 307.875 G
0.02 210,043 D
0.m 135.473 E

1Promedios con la misma letra no son significativamente diferentes con una K= 0.05
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Conclusion

En las condiciones experimentales evaluadas se determiné la concentracién de fenoles
totales en muestras de cascara de tuna verde, tuna roja o xoconostle. Todas las muestras
tienen fenoles que pueden ser empleados en el control de la oxidacion de lipidos en
alimentos. El pardametro con mayor efecto significativo sobre la variable respuesta (FT)
fue la concentracion de cascara. La muestra de céascara de tuna verde fue la que tuvo un
valor mayor de FT, posteriormente fue la muestra de xoconostle y por tltimo la tuna roja.
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