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Resumen General

Introduccion. El fruto del nopal (Opuntia spp.) es uno de los recursos vegetales mas
importantes para los habitantes de las zonas aridas y semiaridas, particularmente en la
Planicie Meridional donde se pueden identificar variantes tuneras con diferente grado de
humanizacion. El interés por la tuna se ha incrementado pues ademas de su contenido de
fibra soluble y polifenoles, tiene proporciones adecuadas de azUcares simples y puede
considerarse alimento funcional ya que existen evidencias que su consumo reduce los
niveles de glucosa y colesterol en la sangre. Los objetivos de este trabajo fueron cuantificar
en jugos de la tuna azucares simples, fibra soluble y metabolitos secundarios con actividad
antioxidante, medir su capacidad antioxidante in vitro y evaluar el efecto del consumo de
estos jugos sobre el metabolismo energético de ratas sanas y diabéticas. Metodologia. Las
variantes evaluadas, de mayor a menor grado de humanizacion, fueron: Rojo Pelon (O.
ficus-indica), Blanca (O. albicarpa), Amarilla Monteza, Pico Chulo, Torreoja, Sangre de
Toro (O. megacantha), Cardona y Charola (O. streptacantha), y Tapona y Tapon Rojo (O.
robusta). El contenido de glucosa, fructosa y sacarosa se cuantificdé por cromatografia
liquida de alta resolucién (HPLC) (Agilent HP serie 1100; Waldbronn, Alemania); La
extraccion y cuantificacion de pectina se basoé en la técnica gravimétrica de la Norma
Oficial Mexicana. La extraccion de mucilago se realizé6 mediante un protocolo probado (5).
Los fenoles se cuantificaron por HPLC (Spectra-Physics UV6000LP); el acido ascorbico
en un HPLC (Thermo Spectra Physic Series P100) acoplado a un detector UV (Thermo
Finnigan Spectra System UWV2000), las betalainas con el método espectrofotométrico
(Agilent 8453 UV-visible). La capacidad antioxidante in vitro por medio de las técnicas de

FRAP y ABTS. Para evaluar el efecto del consumo de los jugos de las variantes de tuna

viii



(tratamientos) sobre el metabolismo energético se utilizaron ratas sanas y diabéticas macho
Wistar (n=6). El periodo experimental fue de 12 sem. La dosis administrada fue ponderada
con base en el porcentaje de azUcares totales de cada variante de tuna. Se cuantificaron los
contenidos de glucosa, colesterol, HDL Yy triglicéridos en el suero sanguineo de las ratas.
Resultados y discusion. Se encontraron diferencias (p<0.0001) en la concentracion de
azUcares totales en el jugo (109.10 a 151.33 mg mL-1); la glucosa predominé (95.75 mg
mL-1), sequida por la fructosa (63.90 mg mL-1), y la sacarosa presentd cantidades minimas
solo en algunas variantes. EI mucilago predominé sobre la pectina. Tapén Rojo tuvo la
mayor concentracion de azlcares totales y fibra soluble. La concentracion de azucares
carecié de relacion directa con el grado de humanizacion. El &cido galico se registré en
todas las variantes, excepto en la Tapona, y fue el principal compuesto fenolico en la
mayoria de ellas (32.6 y 81.2 pg/g). De los flavan-3-ol se registraron los isomeros:
catequina y epicatequina y las procianidinas B1 y B2, en todas las variantes, excepto la
catequina en la tuna Blanca. EI mayor contenido de acido ascorbico se presentd en Rojo
Peldn seguida de Sangre de Toro y Tapén Rojo, Charola fue la variante con menor
concentracion; sin embargo, estos valores pueden cubrir la cantidad minima requerida en la
dieta humana. Los jugos rojos presentan el mayor contenido de betacianinas, mientras que
en los amarillos predominan las betaxantinas. Se ha demostrado que la concentracion de los
componentes fendlicos totales presenta relacion directa con la capacidad antioxidante. En el
modelo animali..] Conclusion. Los contenidos y variedad de carbohidratos y antioxidantes

de los jugos de tuna explican sus bondades confirmadas como alimento funcional.



1.- Introduccion general

Por sus numerosas virtudes nutritivas, quimicas, industriales, ecoldgicas, medicinales y
simbdlicas, el nopal (Opuntia spp) representa el recurso vegetal mas importante, desde el
punto de vista socioeconémico para los habitantes de las zonas aridas y semiéridas de México
(Marquez-Berber et al., 2012). EI género Opuntia estd formado por méas que 189 especies
silvestres, de las cuales 83 son mexicanas; de ellas, 29 se distribuyen en la Altiplanicie
Meridional (centro-norte de México), en una superficie de aproximadamente 300 000 km?, en
parte de los estados de Aguascalientes, Guanajuato, Hidalgo, Jalisco, Querétaro, San Luis
Potosi, Zacatecas y la Ciudad de México (Reyes-Aguero et al., 2005). Ademas de las variantes
silvestres, existe una gran riqueza de variantes cultivadas, con diferente grado de
domesticacion, desde las recolectadas o plantadas como cercos vivos y bordes de taludes de
parcelas y las propias de solares, hasta las de plantaciones comerciales (Reyes-Aguero et al.,
2005). De acuerdo con Reyes-Aguero et al. (2005), el gradiente de domesticacion del género
Opuntia inicia con variantes cultivadas de O. streptacantha, continda con O. hyptiacantha, O.
megacantha y O. albicarpa, y concluye con O. ficus-indica, que es la especie reconocida con
el grado mayor de domesticacion. Las tunas se consumen principalmente como fruta fresca y
dependiendo de la variante, presentan caracteristicas distintas como: forma, tamafio y color,
asi como abundancia, tamafio y dureza de sus semillas; ademas, en diversos estudios han
identificado diferencias en sus componentes nutricionales (Figueroa-Cares et al., 2010; Lépez-
Palacios et al., 2012; Yeddes et al., 2014). La tuna contiene polifenoles, flavonoides y
betalainas, compuestos que le confieren propiedades antioxidantes, que al igual que la
vitamina C, auxilian en la prevencion de la oxidacion en las células y reducen, con ello, el

riesgo de cancer, diabetes, problemas cardiovasculares y enfermedades degenerativas. De esta



manera, el consumo directo del fruto es beneficioso, pero también puede ser usado como
materia prima para la extraccion de dichos compuestos que podrian ser empleados como
sustitutos de los antioxidantes obtenidos por sintesis, los mas comercializados actualmente
(Sumaya-Martinez et al., 2010). Abdel-Hameed et al. (2014) concluyeron que el potencial
alimentario de la tuna es alto, pues ademas de su contenido importante de fibra y polifenoles,
contiene proporciones adecuadas de azUcares simples, por lo que puede sugerirse como
alimento funcional. Ademas, existen evidencias que su consumo reduce los niveles de glucosa
y colesterol en la sangre (Stintzing et al., 2001), por lo que algunos de los componentes de la
tuna pueden considerarse de caracter funcional, cuya caracteristica principal es proporcionar
un beneficio para la salud afiadido por encima del valor nutritivo tradicional del producto

alimenticio.

Por lo precedente, los objetivos del presente estudio fueron:

1) Caracterizar y cuantificar azlcares, fibra soluble, fenoles, acido ascorbico y betalainas

del jugo de tuna de 10 variantes del género Opuntia spp. de la Altiplanicie Meridional.

2) Determinar la capacidad y efecto antioxidante de del jugo de tuna de 10 variantes del

género Opuntia spp. de la Altiplanicie Meridional in vitro.

3) Evaluar el efecto del jugo de 10 variantes de tuna (Opuntia spp.) sobre el metabolismo

energético de ratas Wistar.

Para las cuantificaciones y tratamientos se seleccionaron diez variantes de tuna, en
maduracion plena, seis de ellas cultivadas: Rojo Pelén o Liso Forrajero (O. ficus-indica),
Blanca o Cristalina (O. albicarpa), Amarilla Monteza, Pico Chulo, Torreoja y Sangre de Toro
(O. megacantha), y cuatro silvestres: Cardona (O. streptacantha), Charola (O. streptacantha

2



ssp. aguirrana), Tapona y Tapon Rojo (O. robusta). Las tunas se recolectaron en el municipio
de Villa de Arriaga, del altiplano del estado de San Luis Potosi, México. La eleccion de las
variantes de Opuntia spp. se baso en tres aspectos: a) grado de domesticacion, b) abundancia y

potencial econdmico del fruto en el estado de San Luis Potosi, y c) colores de la tuna.

Los analisis se llevaron a cabo en los laboratorios del Instituto de Investigacion de Zonas
Desérticas de la Universidad Autonoma de San Luis Potosi y la Universidad de Cérdoba

(Espana).

Esta tesis la integran cinco capitulos. EI primero es la introduccién general, el segundo es
una revision bibliografica sobre el género Opuntia, enfocado al fruto del nopal la tuna, que es
la materia prima con la que se trabajé, también se presenta un panorama general de los
alimentos funcionales, y una descripcion de los radicales libres y antioxidantes para
comprender una de las enfermedades asociadas a estrés oxidativo como la Diabetes mellitus
tipo Il, tema con el cual concluye este capitulo. El tercero presenta la caracterizacién de
azucares y fibra soluble en el jugo de variantes de tunas (Opuntia spp.). El cuarto es a cerca de
los antioxidantes presentes en el jugo de tuna asi como la capacidad antioxidante de los
mismos. El quinto es sobre los efectos del jugo de 10 variantes de tuna (Opuntia spp.) sobre el

metabolismo energético de ratas Wistar. Se finaliza con una discusion general.
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2.- Antecedentes

2.1 Generalidades de Opuntia spp.

El nopal es nativo de América y hay aproximadamente unas 100 000 ha. de
plantaciones comerciales en nivel mundial, de las cuales el 70% se encuentra en México
(Inglese et al., 1995). Existen alrededor de 100 especies del género Opuntia con frutos
comestibles, su cultivo es propio de las regiones aridas y semiaridas del mundo (Pimienta-
Barrios y Nobel 1994; Sumaya-Martinez et al., 2010; Marquez-Berber et al., 2012). Se estima
gue en México hay aproximadamente 3 millones de ha de nopaleras silvestres y poco mas que
210 000 ha de plantaciones comerciales de nopal, de éstas, 150 000 se destinan para forraje, de
50 000 a 60 000 para tuna, 10 000 para nopalitos y aproximadamente 100 ha para producir

grana de cochinilla. (Pimienta, 1990; Flores, 1995).

Existen diferentes especies y variantes del género Opuntia productoras de tuna (fruto del
nopal), pero las de mayor consumo provienen de O. ficus-indica, cultivada en América, Asia,
Europa y Oceania (Barbera et al., 1992). También son comercializados los frutos de O.
streptacantha, O. megacantha y O. albicarpa (Bravo-Hollis y Sanchez-Mejorada, 1991;
Bravo-Hollis y Scheinvar, 1995). En México se reconocen alrededor de 23 variantes de tunas
comestibles, cominmente agrupadas en tunas blancas, purpuras, rojas, anaranjadas y
amarillas. Las zonas de mayor produccion se localizan en las regiones sur, centro y centro-
norte, que incluyen Puebla, Estado de México, Hidalgo, Zacatecas, Guanajuato y San Luis

Potosi (Sumaya-Martinez et al., 2010).



Taxonomia del nopal tunero (Flores et al., 1995).

Reino: Vegetal

Subreino: Embryophita

Division: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida

Subclase: Dialipetalas

Orden: Opuntiales

Familia: Cactaceae

Subfamilia: Opuntioideae

Tribu: Opuntiae

Género: Opuntia

2.2 Componentes nutricionales de la tuna

La tuna ha sido reconocida en México por sus numerosas virtudes nutritivas, quimicas,
industriales, ecoldgicas, medicinales y simbolicas. Pero Gltimamente ha llamado la atencion

debido a sus propiedades nutricionales y funcionales (Castellanos-Santiago y Yahia, 2008).

La parte comestible de la tuna estd compuesta principalmente por agua (84-90 %) y
carbohidratos (10-15 %) (Piga 2004). Los solidos solubles de la tuna se encuentran en un

rango de 10-17%, la glucosa y fructosa son los azucares predominantes (Sawaya et al., 1983;
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Séenz, 1996; Piga, 2004). Tiene un pH entre 5.3 y 7.1 y una baja acidez (0.05-0.18 %)
expresada como acido citrico (Piga, 2004). Dentro de los acidos organicos identificados se
encuentran el citrico (62 mg/100 g), malico (23.3 mg/100 g), quinico (19.1 mg/100 g) y el
shikimico (2.8 mg/100 g); los &cidos isocitrico, fumarico, glicoitico y succinico solo se
encuentran en trazas (Stintzing et al., 2001). Ademas contiene fibra alimentaria, clorofila,
proteina, grasas, minerales como fésforo, calcio, hierro, zinc y potasio, asi como fenoles y

betalainas (betacianinas y betaxantinas) (Esquivel, 2004; Repo de Carrasco y Encina 2008)

Cuadro 2.1 Composicion quimica de la pulpa de los frutos de O. ficus-indica (Feugang et
al., 2006).

Componente Porcion de la tuna comestible (base peso
himedo)
Humedad (%) 84-90
Proteina (g/100 g) 0.21-1.6
Grasa (g/100 g) 0.09-0.7
Fibra (g/100 g) 0.02-3.15
Azlcares reductores (%) 10-15
Acido ascorbico (mg/100 g) 12-81
Ca (mg/100 g) 12.8-59
Mg (mg/100 g) 16.1-98.4
K (mg/100 g) 90-220




El jugo de tuna es una fuente importante de componentes funcionales y nutracéuticos
tales como la fibra soluble, el acido ascorbico, compuestos fenolicos, flavonoides, ao-

tocoferoles y betalainas en tunas rojas y amarillas (EI-Samahy et al., 2006).

2.3. Alimentos funcionales

El concepto de alimento funcional fue usado por primera vez en Japon en la década de
los 80's y se refiere a los alimentos procesados que contienen sustancias que beneficien la
salud ademé&s de ser nutritivos; hasta la fecha, Japon es el (nico pais en donde existen
regulaciones precisas para reconocer un alimento funcional y su papel en la prevencion de
enfermedades. Muchas organizaciones estan tratando de establecer normas internacionales
para la denominacion de alimentos funcionales basados en los conceptos japoneses, finalmente
se acord6 que los alimentos funcionales deben proporcionar beneficios a la salud por encima
de sus valores nutricionales normales (Kwak y Jukes 2001). Dentro de este concepto estan
incluidos una amplia variedad de alimentos y algunos de sus componentes que mejoran la
salud generando bienestar, reducen el riesgo de enfermedades cronicas o minimizan los
efectos de otros problemas de salud (Reinhardt-Kapsak et al., 2011). En 1999, la Unidn
Europea establecid que un alimento puede ser categorizado como “funcional” si se ha
demostrado que su consumo, mas alla de la funcion de los nutrientes que contiene, influye de
modo satisfactorio en una o mas funciones del cuerpo, mejora el estado de salud o bienestar,
y/o reduce el riesgo de enfermedades. Su consumo queda comprendido dentro de una pauta
normal de alimentacion, y no en el suministro como tabletas, capsulas u otras formas de

suplementos dietarios.

Hasta ahora, un gran namero de alimentos funcionales en diversas formas se han

introducido en el mercado. Muchos de ellos contienen un nimero de ingredientes funcionales
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caracteristicos. Estan incluidos vitaminas y minerales, oligosacaridos, alcoholes de azUcares,
péptidos y proteinas, prebioticos y probioticos, fitoquimicos y antioxidantes ademas de acidos

grasos poliinsaturados (Stark et al., 1994).

En una revision de 200 estudios epidemioldgicos, Block et al. (1992), mostraron que el
riesgo de padecer cancer en personas que consumen dietas altas en frutas y verduras fue sélo
la mitad comparado con aquellos que consumen pocos de estos alimentos. Ahora esté claro
que hay componentes de una dieta basada en plantas distintas de los nutrientes tradicionales
que pueden reducir el riesgo de cancer. Steinmetz y Potter (1991), identificaron mas de una
docena de este tipo de sustancias quimicas vegetales biol6gicamente activas, conocidas ahora
como "fitoquimicos”. Estas sustancias quimicas, estan relacionadas con efectos benéficos en la
prevencion del desarrollo de diferentes tipos de cancer, enfermedades cerebrovasculares y
cardiovasculares, e incluso la enfermedad de Alzheimer (Cuadro 2) (Martinez-Navarrete et al.

2008).

Cuadro 2.2 Fenoles presentes en frutas y sus efectos benéficos sobre la salud (Martinez-
Navarrete et al. 2008).

Compuesto Efecto Efecto en la salud Fruta
metabolico
Flavonoides | Antocianinas Antioxidante Atrapan especies | Cereza
Cianidina reactivas de oxigeno | Uva
Pelargonidina Arandano
Grosella
Fresa

10




Flavonoles Antioxidante Previenen la | Manzana
Quercetina Disminuyen  la | carcinogénesis, Uva
Miricetina agregacion enfermedades Albaricoque
plaquetaria cardiovasculares vy | Cereza
Disminuyen  la | cerebrovasculares. Granada
oxidacion de las | Disminuyen el
LDL colesterol  total vy
Antimutagénico | aumentan HDL.
Flavanonas Protegen la | Previenen las | Citricos
Naringenina peroxidacion de | enfermedades
Hesperidina los lipidos cardiovasculares y
Narirutina Afectan a la | cerebrovasculares.
Eriocitrina permeabilidad
Neohesperidina vascular de los
lipidos
Dihidrochalconas | Antioxidante Prevencion de | Manzanas
enfermedades
Estilbenoides | Flavanoles Antimutagénico | Previenen la | Uva
Catequinas Apoptosis carcinogénesis Manzanas
(Flavan-3-oles) Disminuye la Pera
Proantocianidinas | oxidacion de las Cerezas
condensadas LDL Granada
(taninos Disminuye la
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condensados) agregacion
plaquetaria
Resveratrol Antioxidante Previene la | Uva
Actividad carcinogeénesis, Grosella
estrogenica incluyendo el cancer | negra
Antimutagénico | de mama. Arandano
Disminuye la | Antiinflamatorio.
oxidacion de las | Disminuye el riesgo
LDL de trombosis.
Disminuye la
agregacion
plaquetaria
Derivados del | Acido galico Reduce la | Previene las | Granada
acido Acido elagico peroxidacion de | enfermedades Fresa
benzoico los lipidos cardiovasculares y la | Frambuesa
Actividad carcinogeénesis.

estrogenica

HDL.: lipoproteinas de alta densidad; LDL.: lipoproteinas de baja densidad.

Como se observa en el cuadro anterior, el efecto antioxidante de los alimentos

funcionales ha cobrado interés debido a que es una alternativa que puede limitar la aparicion
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de algunas enfermedades metabdlicas ocasionadas por la presencia excesiva de radicales

libres.

2.4 Radicales libres y estrés oxidativo

Se considera radical libre (RL) o especie reactiva de oxigeno (ERO) aquella molécula
gue en su estructura atdbmica presenta un electrén desapareado o impar en el orbital externo,
dandole una configuracion que genera una alta inestabilidad. Este electron desapareado
confiere un grado considerable de reactividad al radical libre logrando ademas que pueda

existir de forma independiente por cortos periodos de tiempo (Valco et al., 2007).

Aunque el oxigeno es indispensable para la vida de los organismos aerobios, altas
concentraciones o bajo ciertas condiciones a la concentracion normal, llega a ser tdxico ya que
es fuente de radicales libres, que si no se neutralizan de forma adecuada pueden tener efectos
deletéreos sobre la funcion celular. La toxicidad del oxigeno se puede explicar por la
formacion de las ERO. Estas especies son mas reactivas que el oxigeno en su estado basal de
triplete. Las principales especies son: (a) las que se producen por la ruptura o la excitacion del
oxigeno (oxigeno atémico, ozono y el oxigeno singulete) y (b) las parcialmente reducidas

(anidn superdxido, peroxido de hidrogeno y radical hidroxilo) (Hansberg, 2002).

En las moléculas de oxigeno se conocen las siguientes especies reactivas: ‘O, (anién
stper 6xido), H,0, (perdxido de hidrogeno), OH" (radical hidréxido), *O, (oxigeno singulete)
(Mayor-Oxilia 2010). La mayor parte del oxigeno celular es reducido a través de reacciones
enzimaticas, pero del 2 al 5 % escapa a esta reduccion bivalente y elige la monovalente, y de
ello resulta la formacion de radicales libres de oxigeno. Estas ERO son moléculas altamente

reactivas que atacan constantemente al cuerpo humano mediante reacciones biogquimicas de
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oxido reduccion (redox), que ocurren como parte normal del metabolismo celular o por la
exposicion a factores ambientales. La formacion de estas ERO es de la manera siguiente: la
reduccion univalente del O, produce el radical superéxido (O;") cuya fuente mas importante
es la NADPH oxidasa durante el estallido respiratorio. La reaccion univalente subsecuente,
genera el peroxido de hidrégeno (H,0O;) a través de la enzima superéxido dismutasa (SOD),
este compuesto no es una ERO, pero tiene una alta capacidad oxidante por via de la reaccion
de Fenton, y forma el radical hidroxilo (OH) que es varios miles de veces mas reactivo que el
O," y deriva facilmente a la formacién de nuevos radicales libres. Las ERO explicadas hasta
ahora no son las Unicas, existen otras como el peroxil (ROO") y el alcoxil (RO"), resultantes de
la accion del "OH, que constituyen la fase inicial de la peroxidacion lipidica. También existe el
oxigeno singulete (*O,), el 6xido nitrico (NO"), el anién peroxinitrito (OONO") y el ion
hipoclorito (OCI) formado a partir del H,O, por la enzima mieloperoxidasa (Pérez-Gastell y

Pérez 2000).

La produccion de radicales libres en el organismo tiene diversos objetivos; se generan
continuamente en cantidades pequefias en procesos celulares normales como la sefializacion
celular, la neurotransmisién, la relajacion del masculo, el peristaltismo, la agregacion de las
plaquetas, la modulacion de la presion arterial, el control del sistema inmune, la fagocitosis, la
produccion de la energia celular, la regulacion del crecimiento celular, la sintesis de
componentes bioldgicos importantes y el metabolismo de xenobiéticos (Limdn-Pacheco y

Gonsebatt 2009).

El estrés oxidativo sobreviene con el desequilibrio entre la produccién de radicales
libres y la cantidad de antioxidantes. El desbalance a favor de los radicales libres generado por

condiciones fisiopatoldgicas causa graves dafios al organismo (Sies, 1997). Se han
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identificado patologias asociadas a ERO que incluyen ateroesclerosis, inflamacion, artritis
reumatoide, complicaciones diabéticas y carcinogénesis, complicacion en transporte de

organos y enfermedades cardiovasculares (Juranek et al., 2013; Siti et al., 2015).

2.5 Antioxidantes

Todos los seres vivos que utilizan el oxigeno para obtener energia, liberan ERO. Esta
situacion es incompatible con la vida a menos que existan en las células mecanismos de
defensa que las neutralicen. A estas defensas se les denomina antioxidantes y se considera
como tal a cualquier sustancia que en concentraciones normales posea una afinidad mayor que
cualquier otra molécula para interaccionar con un radical libre y detener las futuras reacciones

(Siti et al., 2015).

El primer mecanismo de defensa es la SOD, enzima especializada en captar el radical
anion superoxido mediante una dismutaciéon y asi convertirlo en peréxido de hidrégeno.
Catalasa y peroxidasas glutation peroxidasa (GPx) y glutation reductasa (GR) neutralizan al
H,0, y lo convierten en agua. Los “scavengers” o eliminadores como la vitamina E o a-
tocoferol neutraliza al radical ‘OH por su ubicacién en las membranas donde su proteccion es
particularmente importante. La vitamina C, por su caracter reductor, reacciona rapidamente en
el O," y con el "OH, también es captor del oxigeno singulete y del ion hipoclorito. El glutatiéon
(GSH), ademés de captar el H,0, como substrato de la GPx, también capta al 'O, y al ‘OH. La
transferrina y la ceruloplasmina son transportadoras de metales de transicién, hierro y cobre
respectivamente, que son generadores de ERO (Konigsberg 2008). Este sistema defensivo, que
lo mismo puede estar en el citosol que en las membranas, no es totalmente efectivo, por lo que
hay involucrada una segunda linea constituida por sistemas reparadores de biomoléculas que

reparan el dafio producido al ADN que pudieran propiciar trastornos genéticos o cancerigenos
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0 por sistemas eliminadores de componentes celulares oxidados como las macroxiproteinasas

y las endonucleasas (Pérez-Gastell y Pérez 2000).

Otro mecanismo de defensa es el exdgeno, que incluye a los antioxidantes que
provienen de la dieta, dentro de este grupo se incluyen la vitamina E (a-tocoferol), la vitamina
C (acido ascorbico) y el  -caroteno (provitamina A). La vitamina C constituye el antioxidante
hidrosoluble méas abundante en la sangre, mientras que la vitamina E es el antioxidante
lipofilico mayoritario. El selenio, el méas toxico de los minerales incluidos en nuestra dieta,
actta junto con la vitamina E como antioxidante (Kinsella et al., 1993; Quintanar y Calderédn-
Salinas 2009). Por otro lado, se ha descubierto en algunos alimentos otros antioxidantes no
nutrientes: los compuestos fendlicos. Algunas fuentes son los frijoles (isoflavonas), citricos
(flavonoides), cebolla (quercetina) y aceitunas (polifenoles). También se han encontrado
algunos antioxidantes fendlicos en el café, vino tinto y té. Por esta razén, la forma de suplir los
antioxidantes para proteger al organismo del efecto oxidativo producido por los radicales
libres es el consumo de alimentos ricos en vitaminas E y C, carotenoides y otras sustancias
que tienen funcién antioxidante, tales como los compuestos fendlicos (Avello y Suwalsky

2006; Bouayed y Bohn 2010; Giilgin 2012).

En la naturaleza existen alrededor de unos 800 compuestos fenolicos, que poseen como
estructura comun un anillo bencénico con al menos un sustituyente hidroxilo, acorde a su
estructura quimica se han clasificado desde diversos puntos de vista, pero en una primera
diferenciacion se pueden distinguir dos tipos de compuestos: no flavonoideos y flavonoideos

(Mérquez-Barber, 2012).
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Los principales mecanismos por los cuales los compuestos fendlicos pueden actuar

como antioxidantes son los siguientes (Rice-Evans et al., 1997):

1). Captadores de radicales libres: estos compuestos pueden actuar como donantes de
hidrégeno o electrones en reacciones de terminacién que rompen el ciclo de generacion de
nuevos radicales libres. Asi, las caracteristicas estructurales que determinan la capacidad de

los compuestos fenolicos para captar los radicales son:

e Presencia de grupos hidroxilo en posicion orto (3,4) en el anillo B
(ejemplo quercetina, catequina).
e Presencia de dos grupos hidroxilo en posicién meta (5, 7) en el anillo A.
2). Quelantes metélicos: esta accion requiere presencia de grupos hidroxilos cercanos al anillo

aromatico (Garcia, 2005).

e Presencia de grupos hidroxilo en posicién orto
e Presencia del grupo 4-ceto y grupo hidroxilo en posicién 5 y/o 3

e Presencia de un gran nimero de grupos hidroxilo.

Ademas de las caracteristicas estructurales ya mencionadas existen otros factores que
pueden afectar la actividad antioxidante de los compuestos fendlicos como numero y posicion
de grupos hidroxilo, grado de polimerizacion o la presencia de azUcares que determinaran la
solubilidad y la tendencia a ceder electrones o atomos de hidrogeno. En el caso del grado de
polimerizacion de los compuestos fendlicos tienen un marcado efecto sobre la actividad
antioxidante. Los compuestos poliméricos presentan mayor actividad antioxidante que los

monomeros (Garcia, 2005).
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Otro tipo de metabolitos secundarios son los que pertenecen al grupo de los pigmentos
vegetales como los carotenoides, clorofilas, betalainas y antocianinas, éstas ultimas son

totalmente excluyentes unas de otras (Stintzing y Carle de 2004).

Las betalainas se encuentran en vacuolas y estdn compuestas por una estructura
nitrogenada conocida como &cido betalamico (Figura 1), las betacianinas y betaxantinas Ilevan
un grupo amino aromético y estos son capaces de estabilizar a los radicales debido a su

naturaleza aromatica (Stintzing y Carle de 2004; Khan y Giridhar 2015).

R, R R*
N 2.H H \\-/
<, NE 7
i/ TcooH N H
RO |

AN
HOOC' ﬁ QOH

Figura 1. Estructura bésica de las betacianinas (izquierda) y betaxantinas (derecha) y
acido betalamico (en el centro).

De acuerdo con su estructura quimica, las betalainas se subdividen en betacianinas que
dan un pigmento rojo-violeta y las betaxantinas que expresan un pigmento amarillo

(Gengatharan et al., 2015).

Hasta hace una década existié una escasa atencion a las betalainas lo que pudo deberse
a que se consideraba que solo la remolacha era fuente de betalainas; sin embargo, actualmente
se sabe que se encuentran en el arandano, frutos de cactaceas, acelgas de color y remolacha
amarilla lo que ha provocado la atencion de los cientificos para estudiar a las betalainas desde

un punto de vista nutricional (Stintzing y Carle 2004)

La capacidad antioxidante de las betalainas se ha medido por diversos métodos in vitro

como "Trolox equivalent antioxidant capacity" (TEAC) y 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazy
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(DPPH). El efecto de las betalainas también se evalué en humanos administrando una dosis de
jugo rojo que propicio un incremento en los niveles de antioxidantes en el sistema e inhibi6 la
lipoperoxidacion. Por lo que se sugiere que las betalainas pueden modular el desbalance de
radicales libres y antioxidantes, y limitar el dafio por estrés oxidativo; sin embargo los
resultados in vitro e in vivo deben ser cuidadosamente interpretados (Gengatharan et al.,

2015).

Ensayos clinicos y estudios epidemioldgicos han establecido una correlacion inversa
entre el consumo de frutas o verduras y la presentacion de enfermedades originadas por
radicales libres (Huang et al., 2005). Por este motivo, distintas organizaciones internacionales
recomiendan el consumo de al menos cinco raciones diarias de frutas o verduras con la
finalidad de aportar una ingesta adecuada de antioxidantes naturales, mejorar el estado de
salud en general y evitar la generacion de radicales libres de manera excesiva (OMS/WHO,

1990).

2.6 Diabetes y estrés oxidativo

La epidemia de la diabetes mellitus (DM) es reconocida por la Organizacion Mundial
de la Salud (OMS) como una amenaza mundial. Se calcula que en el mundo existen mas que
180 millones de personas con diabetes, y es probable que esta cifra aumente a mas que el
doble para 2030 (Shaw et al., 2010). En 2005 se registraron 1.1 millones de muertes debidas a
la diabetes, de las cuales alrededor de 80 % ocurrieron en paises de ingresos bajos o medios,
gue en su mayoria se encuentran menos preparados para enfrentar esta epidemia (NOM-015-

SSA2-2010).
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En México, la DM ocupa el primer lugar en namero de defunciones por afio, tanto en
hombres como en mujeres las tasas de mortalidad muestran una tendencia ascendente con mas

que 70 000 muertes y 400 000 casos nuevos anuales (NOM-015-SSA2-2010).

Ante la complejidad de este padecimiento la Secretaria de Salud en su Boletin de
Préctica Médica Efectiva elaboran un plan para tratar la DM tipo 2 por lo que se sugiere
identificar la etiologia, delimitar factores de riesgo, establecer criterios para el diagnostico,
realizar evaluaciones clinicas para elaborar un plan de nutricion y establecer un tratamiento

farmacoldgico.

La DM se clasifica en cuatro tipos: a) DM tipo 1; b) DM tipo 2; ¢) DM gestacional y d)
otros tipos de DM, como defectos genéticos de las células beta, defectos genéticos en la accién
de la insulina, lesiones pancredticas, endocrinopatias, DM inducida por drogas o compuestos

quimicos (Cuadro 3) (Conget, 2002; Hernando, 2011; Iglesias 2014).

La prevalencia de DM2 se encuentra en proporciones epidémicas en multiples ciudades. Se
estimd que cerca de 350 millones de personas alrededor del mundo presentan DM2 y

representa un gasto econdmico para la sociedad (Christensen et al., 2013).

La DM2 corresponde a lo que antes se denominaba como DM no insulinodependiente
o del adulto, aunque actualmente afecta a jévenes. Su importancia radica en los multiples los
trastornos que se producen por la relacién que guardan la secrecién de insulina y sensibilidad a
la accion de la hormona en el complicado control de la homeostasis de la glucosa (Conget
2002). Por ejemplo la formacion de AGE (productos terminales de glicacion) es consecuencia
de la glicosilacion no enzimatica de proteinas, estos AGE modifican las sefiales de transmision

celular en el endotelio, bloqueando parcialmente la accion de los receptores de superficie y la
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Cuadro 2.3 Clasificacion de la diabetes mellitus (Iglesias, 2014).

Tipo de diabetes Caracteristicas por tipo
Diabetes mellitus tipo 1 Autoinmune
Idiopética
Diabetes mellitus tipo 2 Predomina la resistencia a la insulina sobe los

defectos relativos a la secrecion de la insulina.
Predominan los defectos en la secrecién de insulina

frente a la presencia de resistencia a la insulina

Otros tipos especificos de diabetes | Defectos genéticos de la funcion de las células B
mellitus Defectos genéticos en la accién de la insulina
Enfermedades del pancreas exocrino
Endocrinopatias

Inducidas por farmacos o sustancias quimicas
Infecciones

Formas infrecuentes de diabetes autoinmunes

Otros sindromes en ocasiones asociados a diabetes

Diabetes mellitus gestacional Se diagnostica por primera vez durante el embarazo.
Se presenta en el 2-6% de las embarazadas.
Después del embarazo los pacientes vuelven a la

normalidad.

expresion de genes especificos. En la via de los polioles se genera sorbitol y en las células

endoteliales induce una reduccion en la produccion de ATP-asa dependiente de Na y K,
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perdiéndose el potencial redox; esta via también es un mecanismo donde disminuye el
NADPH vy los niveles de glutation, aumentando de esta manera el estrés oxidativo (Elejalde
2001; Palma 2007). El exceso de glucosa aumenta los valores intracelulares de diacilglicerol
que, a su vez, potencia la accion de la proteincinasa C. Bajo estas condiciones bioquimicas
disminuye la accion de la ATP-asa y las de los genes endoteliales especificos. Esto da como
resultado inmediato una pérdida en la produccion de NO y de otras prostaciclinas
vasodilatadoras, potenciandose, por el contrario, la secrecidn de sustancias vasoconstrictoras e
hiperproliferativas, como la endotelina y la angiotensina 1. Hay otros factores que suelen estar
presentes en la DM, entre éstos cabria sefialar la autooxidacion de la glucosa y del cLDL, el
incremento de la mieloperoxidasa activada por la proteincinasa C, y el aumento de radicales
libres, circunstancias todas tendientes hacia una disminucién de la produccién de NO

endotelial.

Es importante mencionar que una de las piezas claves del tratamiento de la DM2 es el
ejercicio, tratamiento farmacoldgico y correctos habitos alimenticios en el que se incluyan
alimentos ricos en antioxidantes, bajos en azlcares y con concentraciones considerables de

fibra soluble como son los alimentos funcionales.

2.7 Efectos funcionales del genero Opuntia

El nopal (Opuntia spp.) ha sido una especie importante en la alimentacién de los
mexicanos; en los cddices de la Cruz-Badiano, Florentino y Mendocino se acredita la
importancia de las cactaceas en la vida de los indigenas mexicanos, como alimento y medicina
(Arias et al., 1997), y en la actualidad en torno al nopal giran innumerables actividades
econdmicas del campo y la industria. Ademas, el nopal puede ser considerado como alimento

funcional, debido a sus componentes quimicos (Valencia et al., 2010).
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La tuna es fuente importante de compuestos como fibra, mucilagos, pigmentos como
betalainas y carotenoides, minerales, y algunas vitaminas como la C, es buscada entre otras
cosas por sus propiedades antioxidantes. Todos estos compuestos son muy apreciados desde el
punto de vista de una dieta saludable y también como ingredientes para el disefio de nuevos

alimentos funcionales (Séenz et al., 2007).

Existen evidencias del efecto hipoglucemiante de Opuntia spp. tanto en animales como
en humanos. Trejo-Gonzélez et al. (1996) demostraron en su estudio con animales la
capacidad de los extractos de O. fuliginosa para regular los niveles de glucosa, las ratas
diabéticas administradas con Opuntia e insulina en la octava semana presentaron fuerte estado
de hipoglucemia, mientras que con el grupo que sélo recibié Opuntia registro en la septima

semana valores normales de glucosa.

En un estudio realizado en humanos por Frati-Munari et al. (1988) donde utilizaron
extractos de cladodios de O. streptacantha en pacientes diabéticos no insulino dependientes,
observaron una reduccion significativa en los niveles de glucosa e insulina sérica a los 180

min de la ingesta del cladodio.

Andrade-Cetto y Wiedenfeld (2011) identificaron (4-Hidroxy)- fenil acido acético en
cladodios de O. streptacantha, al cual le atribuyen la propiedad hipoglucemiante encontrada

en ratas con diabetes inducidas con estreptozotocina.

Por otro lado, se ha propuesto que la fructosa presente en los jugos de la tuna puede ser
una via alterna para proporcionar energia a la célula cuando sea incapaz de recibir glucosa, y
con ello evitar la activacion de otras vias metabolicas que originan alteraciones, sobre todo en

pacientes diabéticos (Rafter, 2002).
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Otro de los compuestos considerados de caracter funcional es la fibra y segin su
solubilidad en agua, se clasifica en soluble e insoluble; la primera la conforman mucilagos,
gomas, pectinas y hemicelulosas, y la insoluble estd compuesta principalmente por celulosa,
lignina y una gran fraccion de hemicelulosa (Séenz et al., 2007). Tanto los cladodios como el
fruto del nopal contienen fibra soluble e insoluble. De acuerdo con El Kossori et al. (1998), la
pulpa de la tuna de O. ficus-indica es rica en pectina (14.4 %). El consumo de fibra soluble,
compuesta principalmente por pectina y mucilago, mejora el control glucémico, disminuye la
hiperinsulinemia, y disminuye las concentraciones plasmaticas de lipidos en pacientes con
DM2 (Chandallia et al., 2000; Paiz et al., 2010). Debido a que la fibra insoluble tiene
capacidad para atrapar agua y formar geles, produce un efecto laxante, pero ademas reduce la

absorcion de carbohidratos, y genera una sensacion de saciedad (Silveira et al., 2003).

En la busqueda de metabolitos secundarios ElI Kossori et al. (1998) y Galati et al.
(2002), encontraron que la pulpa de las tunas presenta compuestos fendlicos y otros
antioxidantes como biotioles, los cuales tienen un efecto positivo en el equilibrio redox de los
seres humanos, debido principalmente a la reduccion de los niveles de LDL hidroperoxidada.
Estos beneficios nutracéuticos de la tuna han sido atribuidos al efecto sinérgico de los
flavonoides y betalainas (Galati et al., 2002; Stintzing et al., 2002). Los flavonoides, como
kaempferol-3-O-rutindsido, isorhamnetina-3-O-rutindsido e isoramnetina-3-O-glucdsido se

han registrado en los jugos de todas las variantes de O. ficus-indica (Stintzing et al., 2002).

Varios ensayos in vitro han demostrado el beneficio de los fenoles y betalainas. Esto
normalmente ha sido atribuido a la capacidad de los antioxidantes para neutralizar las formas

reactivas de oxigeno, como, el ion super 6xido y el peroxido de hidrogeno, o mediante la
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supresion del sistema xantina/xantina oxidasa, en el cual todos estos oxidantes generan una

lesion celular, principalmente peroxidacion de lipidos (Magloire et al., 2006).
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3.1 Resumen

La tuna (Opuntia spp.) puede ser blanca, pdrpura, roja, anaranjada o amarilla, con diferencias
fisicas y quimicas. El objetivo fue identificar y cuantificar los azlcares (glucosa, fructosa y
sacarosa) y la fibra soluble (mucilago y pectina) del jugo de tunas maduras cultivadas y
silvestres. Las variantes cultivadas fueron: Rojo pelon (O. ficus-indica), Blanca o Cristalina
(O. albicarpa), Amarilla Monteza, Pico chulo, Torreoja y Sangre de toro (O. megacantha); las
variantes silvestres fueron: Cardona (O. streptacantha), Charola (O. streptacantha spp.
aguirrana), Tapona y Tapon rojo (O. robusta). El disefio experimental fue completamente al
azar, con tres repeticiones. Los resultados se analizaron mediante ANOVA y comparacion
multiple de promedios de Tukey. Se encontraron diferencias (p<0.0001) en concentracion de
azUcares totales (109.10 a 151.33 mg mL™ de jugo), la glucosa predominé (95.75 mg mL*de
jugo), seguida de la fructosa (63.90 mg mLde jugo) y sélo en algunas variantes la sacarosa
presento cantidades minimas. EI mucilago predomind sobre la pectina. Tapdn rojo presento los
valores mas altos de azUcares totales y fibra soluble. Existen diferencias claras en azlcares y
fibras solubles entre las variantes estudiadas. La concentracion de azucares no mostré relacion

directa con el grado de domesticacion.

Palabras clave: Opuntia spp., azUcares, mucilago, pectina, alimento funcional.
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3.2 Introduccidn

El género Opuntia esta conformado por mas que 189 especies silvestres, de las cuales 83 son
mexicanas; de ellas, 29 se distribuyen en la Altiplanicie Meridional ubicada en el centro-norte
de México, en una superficie de aproximadamente 300,000 km?, la cual comprende parte de
los estados de Aguascalientes, Guanajuato, Hidalgo, Jalisco, Querétaro, San Luis Potosi,
Zacatecas y el Distrito Federal (Reyes-Aglero et al., 2005). Ademas de las variantes
silvestres, existe una gran riqueza de variantes cultivadas de Opuntia con diferente grado de
domesticacion, desde las recolectadas o plantadas como cercos vivos y bordes de taludes de
parcelas y las propias de solares, hasta las de plantaciones comerciales (Reyes-Agero et al.,

2005).

De acuerdo con Reyes-Aguero et al. (2005), el gradiente de domesticacion del género Opuntia
inicia con variantes cultivadas de O. streptacantha, continda con O. hyptiacantha, O.
megacantha y O. albicarpa, y concluye con O. ficus-indica, la especie reconocida con el
mayor grado de domesticacion. Las tunas se consumen principalmente como fruta fresca y
dependiendo de la variante, presentan caracteristicas distintas como: forma, tamafio y color,
asi como abundancia, tamafio y dureza de sus semillas; ademads, algunas investigaciones
sefialan concentraciones diferentes de componentes nutricionales (Reyes-Aguero et al., 2005;
Lopez-Palacios et al., 2012; Yeddes et al., 2014). Segun Sawaya et al. (1983), los azlcares

presentes en la pulpa de la tuna de O. ficus-indica son glucosa y fructuosa en relacién 6:4.

Sin embargo, se desconoce la composicién de azucares del fruto de otras especies y variantes

de Opuntia y por lo tanto qué tan diferente puede ser. ES importante conocer cuéales
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monosacaridos estan presentes en el jugo de tuna y en que proporcién, ya que segun estudios
recientes la dieta muy alta en fructosa puede contribuir a la presencia de alteraciones
metabolicas que resultan en ganancia de peso, diabetes mellitus tipo 2 (DM), hiperlipidemia e
hiperuricemia, reduccion de la sensibilidad a la insulina y resistencia hepatica con intolerancia
a la glucosa (Pérez et al., 2007; Basciano et al., 2005; Gross et al., 2004). Asi, para pacientes
con DM, la Asociacion Europea para el estudio de la Diabetes (EASD) y la Asociacion
Americana de Diabetes (ADA), recomiendan un consumo de fructosa menor que 10% de la
ingesta energética. Y aunque en estos pacientes, consumos tan altos como 60 g de fructosa no
tienen efectos adversos en la respuesta glucémica, si pueden presentar un incremento en los

niveles de triglicéridos y lipoproteinas de baja densidad (LDL) (Havel, 2005; Laughlin, 2014).

Los frutos y cladodios de nopal son fuente de fibra soluble (mucilago y pectina), pigmentos
(betalainas y carotenoides), Ca, Mg, K, fenoles y vitamina C; esto es, compuestos muy
apreciados para una dieta saludable, como ingredientes para disefiar nuevos alimentos por sus
propiedades nutracéuticas, y como una alternativa en medicina tradicional (Gurrieri et al.,
2000; Saenz, 2006). Asi, la tuna es un recurso interesante, pues su pulpa es rica en glucosa,
fructosa y pectina, la céscara contiene celulosa, calcio y potasio, y las semillas contienen
celulosa, proteinas y lipidos de buena calidad (ElI Kossori et al., 1998). Por lo anterior, el
objetivo del presente trabajo fue caracterizar y cuantificar los azlcares simples, el mucilago y
la pectina del jugo de tuna de 10 variantes destacadas del género Opuntia spp., de la
Altiplanicie Meridional, bajo el supuesto de homogeneidad en composicion, para fundamentar

su promocién como alimento funcional.

36



3 .3 Materiales y métodos

3.3.1 Eleccion de las variantes y preparacion de las muestras
Se evaluaron diez variantes de las cuales seis son cultivadas: Rojo pelén o Liso forrajero
(Opuntia ficus-indica), Blanca o Cristalina (O. albicarpa), Amarilla Monteza, Pico chulo,
Torreoja y Sangre de toro (O. megacantha) y cuatro silvestres: Cardona (O. streptacantha),
Charola (O. streptacantha spp. aguirrana), Taponay Tapon rojo (O. robusta). Todas las tunas
se recolectaron en el municipio de Villa de Arriaga, localizado en la region del altiplano del
estado de San Luis Potosi, México. La eleccion de las variantes de Opuntia se baso en tres
aspectos: a) grado de domesticacion, b) abundancia y potencial econémico del fruto en el
estado de San Luis Potosi, y c¢) colores de la tuna. A las tunas en maduracion plena se les
eliminaron las espinas (gloquidios o “ahuates™) y la cascara; posteriormente se extrajeron los
jugos con ayuda de una licuadora de acero inoxidable (Internacional L1-12-106), y las semillas
se separaron por medio de un filtro convencional; el jugo se almacend en tubos conicos
estériles de 15 mL, a -20°C hasta su uso. Otra fraccion del jugo obtenido de cada variante se
deshidrat6 en un liofilizador (Freezer dryers llshin) a una temperatura de operacion de -50°C.
A cada jugo se le determind el color, °Brix, pH, contenido de materia seca y su contenido en

pulpa (Cuadro 3.4).

3.3.2 Cuantificacion de azucares
Los azucares (glucosa, fructosa y sacarosa) se cuantificaron mediante cromatografia liquida de
alta resolucion, en un cromatégrafo Agilent HP serie 1100 (Waldbronn, Alemania); en fase
reversa, se utilizé una columna no polar Zorbax C8 especifica para carbohidratos (4.6 mm i.d.
X 250 mm x 5 um de tamafio de particula), y acetonitrilo: agua 75:25 (v:v) como fase movil

polar (Michel-Cuello et al., 2008). La identificacion y cuantificacion de los azlcares presentes
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en los jugos se realiz6 comparando los tiempos de retencion con los obtenidos por los

estandares de referencia (Sigma, St. Louis Mo).

Cuadro 3.4 Caracteristicas generales de los jugos de tuna evaluados.

Especie Variante Color °Brix pH MS (%) mL de jugo g~
de pulpa
O. ficus-indica Rojo peldn Rojo 1353 6.23 1297 0.82
O. albicarpa Blanca Verde 13.83 6.33 12.87 0.74
O. megacantha Amarilla Anaranjado 13.83 6.30 12.00 0.73
Monteza
Pico chulo Rojo 1343 6.33 1252 0.69
Torreoja Rojo 13.83 6.10 14.93 0.69
Sangre de Rojo 1193 6.33 13.35 0.85
toro
O. streptacantha Cardona Rojo 1407 5.90 14.06 0.82
0. streptacantha Charola Rojo 13.17 577 12.78 0.86
spp. aguirrana
O. robusta Tapona Rojo 1340 5.70 1227 0.76
purpura
Tapodn rojo Rojo 13.83 5.73 13.00 0.76

purpura

MS: Materia seca

Se construyé una curva de calibracion lineal con 10, 20, 30, 40 y 50 mg mL™ de glucosa,

fructosa y xilosa, y para sacarosa las concentraciones usadas fueron 1, 2, 4, 6, 8y 1 mg mL™.
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Las muestras se pasaron a través de filtros de nylon de 0.45 pum de diametro y se aforaron a
500 pL con una solucién 50:50 de acetronitrilo: agua (Michel-Cuello et al., 2008). Para la
validacion del método se elaboro por triplicado una curva de calibracion lineal con 10, 20, 30,
40, y 50 mg mL™ de estandares de xilosa, fructosa, glucosa y sacarosa (Sigma, St. Louis Mo).
La correlacion entre ambos tipos de resultados fue de 0.999 y el coeficiente de variacion fue <

3%. Para verificar la recuperacion se utilizé xilosa, con resultando mayor que 95%.

Las muestras de jugo se descongelaron y se homogeneizaron; se tomaron 500 pL de jugo y se
adicionaron 500 pL de xilosa al 4%, con lo que qued6 una mezcla al 50%, la cual se filtr6 a
través de una membrana de nylon de 0.45 um, y de ella se inyectaron 20 uL al cromatografo
bajo las condiciones antes mencionadas. La identificacion de los azlcares se realiz6 con base

en los tiempos de retencion registrados por los estandares de referencia.

3.3.3 Cuantificacion de mucilago
La extraccién de mucilago se basé en el protocolo desarrollado por Pefia y Sanchez (2006) y
utilizado por Alvarez y Pefia-Valdivia (2009) y por Lopez-Palacios et al. (2012), con algunas
modificaciones para validar su extraccion y cuantificacion en el jugo de tuna. Los valores de la
validacién se aceptaron al obtenerse un coeficiente de variacion de 2.61% y una precision y

exactitud de < 3.0% del coeficiente de variacion.

El procedimiento de extraccion y cuantificacion se llevo a cabo en las muestras liofilizadas de
los jugos, de las cuales se tomaron 0.5g, se les agregaron 5 mL de agua destilada, se
calentaron en bafio Maria a 92°C durante 15 min y se centrifugaron a 4500 rpm durante 30
min a 25°C; enseguida se les elimino el sobrenadante y nuevamente se les agregaron 2.5 mL

de agua caliente y se centrifugaron a 4500 rpm durante 15 min a 25°C, y se les retiro el
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sobrenadante. Por cada parte de extracto precipitado se adicionaron cuatro partes de etanol
acidificado con HCI al 0.1% a un pH de 4.8 y se dejaron reposar en refrigeracion a 8°C
durante 24 h; luego, se centrifugaron una vez mas a 4500 rpm durante 15 min a 25°C, y se les
quito el sobrenadante. Para eliminar los residuos de etanol las muestras se deshidrataron en un
horno de conveccion a 85°C + 2°C durante 6.5 horas; finalmente, se mantuvieron en las
mismas condiciones hasta peso constante y el residuo obtenido se cuantifico como porcentaje

de mucilago por gramo de materia seca (P), de acuerdo con la formula siguiente:

_M1—Mo
M

x 100
Donde:

P= Porcentaje de mucilago por gramo de materia seca

Mo= peso en gramos del tubo vacio

M= Peso en gramos del tubo con liofilizado

M= Peso en gramos de la muestra de jugo liofilizado de tuna

3.3.4 Cuantificacién de pectina
La extraccion y cuantificacion de pectina se basé en la técnica gravimétrica descrita en la

norma mexicana respectiva (DGN, 1980), con algunas modificaciones y previa validacién del
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método. Para establecer el porcentaje de recuperacion se afiadieron a cada muestra 250 mg de
pectina de manzana (Sigma, St. Louis Mo). Se obtuvo un coeficiente de variacion del.1% y

83% de recuperacion.

3.3.5 Disefio experimental y anélisis estadistico
El disefio experimental fue con asignacion de tratamientos completamente al azar, con tres
repeticiones. La unidad experimental fue una muestra de jugo de cada una de las 10 variantes
de tuna evaluadas (10 tratamientos), y las variables estimadas fueron los contenidos de
glucosa, fructosa, sacarosa y la suma de ellos considerada como azUcares totales, méas los de
mucilago y pectina. Los resultados se analizaron estadisticamente mediante ANOVA de una
via seguido de una comparacion multiple de promedios de Tukey. Se usé el paquete
estadistico SAS V.9 (SAS Institute, 2002). Se consideré una p<0.05 como el nivel de

significacion estadistica.
3.4 Resultados y discusion

3.4.1 Cuantificacién de azucares
La glucosa fue el azicar predominante en todas las variantes estudiadas y la sacarosa estuvo
presente solo en algunas variantes y en cantidades minimas. Con respecto a la fructosa, las
variantes con mayor contenido fueron Blanca (cultivada) y Tapon rojo (silvestre), y la que

presentd la menor concentracion de este azucar fue Rojo peldn (cultivada; Cuadro 3.5).

La concentracion minima o ausencia de sacarosa se puede deber a la maduracion plena en que
se encontraban los frutos. Con base en el andlisis estadistico, el grado de domesticacion
carecio de relacion con la concentracion de azucares; asi, se observd que las tunas que

contienen la mayor concentracion de azUcares totales fueron Blanca (cultivada) y Tapon rojo
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(silvestre). La misma falta de relacion sucedio en las tunas con la menor cantidad de azucares

totales, pues al respecto se equiparan Rojo pelon, la mas domesticada y una de las de mayor

consumo, con Tapona (silvestre) la menos domesticada y poco consumida.

Cuadro 3.5 Contenido de aztcares (%)* en el jugo de tunas de Opuntia spp.

Especie Glucosa Fructosa Sacarosa Azucares totales
0. ficus-indica Rojo pelon 8.00%%  3.62¢ 0.02"¢ 11.64%
0. albicarpa 8.14%  6.39° 001"  1455°
0. megacantha 684"  506°  000°  11.91°
Pico chulo 7419 4.46° 0.00° 11.88°
8.46™ 498" 0033 1346
Sangredetoro 751 519" 0.00° 12.71°
O. streptacantha 9.57% 5.11° 0.033"  14.72°
O. streptacantha spp. 7.92%" 487" 0.00° 12.81"
aguirrana
O. robusta 7.23%"  364° 0.03% 10.91°
Tapon rojo 877  6.30° 0.05% 15.13%
<0.0001 <0.0001 <0.0001 < 0.0001
Promedio general 7.98 4.96 0.019 12.97
(%) (6.15)  (3.82)  (0.015)  (10.00)
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Las variantes se encuentran ordenadas de mayor a menor grado de domesticacion. Media n=3.
Tratamientos con distinta letra en una columna, son estadisticamente diferentes (p<0.05).

*Estas cantidades multiplicadas por diez equivalen a mg mL™.

Kuti y Galloway (1994), estudiaron los frutos amarillos, rojos y purpuras de O. megacantha y
O. robusta, y El Kossori et al. (1998) describieron la composicion quimica de O. ficus indica;
ambos estudios revelaron que los azlcares presentes en las tunas son la glucosa, la fructosa y
en menor proporcién la sacarosa, y que la concentracion de estos azlcares depende de la
variante, lo cual coincide con los resultados de la presente investigacion. En este estudio
ademas se incluyeron otras variantes y el contenido de azucares totales de O. albicarpa
(Blanca) fue estadisticamente similar al encontrado en el jugo de los frutos de O. robusta y de
O. streptacantha. Por otro lado, Gurrieri et al. (2000) encontraron en tunas de O. ficus-indica
provenientes de Sicilia (Italia), los mismos azlcares y en concentraciones similares a los

presentados en este trabajo.

Por razones de salud, es importante definir el tamafio de la porcién a consumir, de acuerdo con
la cantidad de azUcar recomendable; asi, el consumo de azUcares debe aportar menos que 10%
del valor calérico de la dieta (Gomez y Palma, 2013). De acuerdo con la concentracion media
de glucosa en los jugos estudiados, una porcion de 240 mL contiene sélo 10% de la glucosa

recomendada para consumo diario (200 g).

La fructosa se encontré en cantidades menores que 64 mg mL™de jugo, tanto en variantes
cultivadas como silvestres, y con diferencias significativas entre variantes. Su acceso a la

célula es directo, a diferencia de la glucosa que requiere de un transportador. En promedio,
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una porcion de 240 mL de jugo de tuna aporta 12 g 0 202.8 kJ (48 kcal) de fructosa, cantidad
menor que la recomendada para una dieta de 2500 kcal (10460 kJ), de las cuales 11 a 12%
(275-300 kcal), 1151.37 kJ a 1256.04 kJ, pueden provenir de este azucar (FAO, 2009). En
efecto, cuatro porciones durante el dia de jugo de tuna, esto es, 48 g de fructosa u 803 kJ (192
kcal) corresponderian solo a 7.68% de la energia recomendada. Esto es importante ya que el
consumo de fructosa en cantidades que aportan 25% o0 mas de la energia recomendada puede
ocasionar desordenes en el metabolismo de los lipidos y en la funcion gastrointestinal
(Basciano et al., 2005; Havel, 2005). Basciano et al. (2005) indican que una persona puede
consumir de 16 a 20 g de fructosa por dia, proveniente de frutas frescas, sin efectos

indeseables.

Diversos autores concuerdan que el consumo de cantidades pequefias 0 moderadas de fructosa
(0.6 g kg™) parece no tener impacto en el control glucémico del paciente con DM tipo 2
(Basciano et al., 2005; Hawkins et al., 2002; Gannon et al., 1998). En efecto, en sujetos con
DM tipo 2 a quienes se les administraron 60 g d* de fructosa, después de 12 semanas no se
encontraron cambios en los niveles de triglicéridos totales, LDL, colesterol o lipoproteinas de
alta densidad (HDL) en ayuno (Havel, 2005). Asi, es posible suponer, con base en la
concentracion de fructosa encontrada en las variantes de tuna estudiadas, que el consumo de
hasta cuatro porciones de 240 mL de sus jugos no provocara alteraciones indeseables en el
metabolismo energético, ni aun con el jugo de las variedades Blanca y Tap6n rojo que

presentaron la mayor cantidad de fructosa.

En los jugos estudiados, la sacarosa fue el azUcar con menor concentracién o ausente en

algunas variantes; se sabe que durante la maduracion el etileno induce que se produzcan
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hidrolasas, como la invertasa, las cuales fragmentan este disacarido (Kuti y Galloway, 1994;

Gurrieri et al., 2000; Prasanna et al., 2007).

La glucosa en las tunas representa una fuente de energia directamente disponible para las
células del cerebro y de los nervios, mientras que la fructosa destaca por ser mas dulce y
mejorar el sabor de la fruta (Sarbojeet, 2012). EI contenido de azlcares solubles variados de la
tuna se ajusta a lo recomendado por la WHO (2003), y puede incluirse en la alimentacion
cotidiana (hasta cuatro porciones diarias) sin riesgo para el consumidor, en concordancia con

lo reconocido para el consumo tradicional de tuna fresca.

Los resultados presentados (Cuadro 3.5) concuerdan en general con los antecedentes (Sawaya
et al., 1983; Sepulveda y Sdenz, 1990; Odoux y Dominguez-Lopez, 1996) para las variantes
estudiadas. EI contenido total de azucares de los jugos de tuna (12.97%) es similar o mayor
que el de otros jugos de fruta, como pifia (12.30%), manzana (11.10%), pera (9.80%),
melocotdn (8.50%), ciruela (7.80%), naranja (7.00%), albaricoque (6.10%), fresa (5.70%) y
frambuesa (4.50%) (Belitz y Grosch, 1999; Cappelli y Vannucchi, 1990). Asi, de acuerdo con

El Kossori et al. (1998), su consumo deberia fomentarse por su valor nutricional.

3.4.2 Fibra soluble
Los jugos de tuna estudiados se caracterizaron por contener concentraciones de fibra soluble
estadisticamente diferentes entre variantes, y por el predominio del mucilago en todas ellas.
Este tipo de fibra tiende a formar un reticulo en presencia de agua, en el cual queda atrapada y
produce soluciones de gran viscosidad (Dikeman y Fahey 2006). La ADA recomienda un
consumo de fibra, tanto soluble como insoluble, entre 20 y 35 g al dia para mantener un mejor

control glucémico e insulinico (Escudero y Gonzalez 2006). Con base en el promedio general
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de la concentracion de fibra soluble, el consumo de cuatro porciones diarias de 240 mL de

jugo de tuna aporta 10.0 g de fibra, lo cual puede favorecer la funcién intestinal, reducir la

absorcion de carbohidratos y mejorar su metabolismo (Wirsch y Pi-Sunyer, 1997).

Con base en el analisis estadistico, se puede afirmar que el grado de domesticacion carece de

relacion directa con la concentracion de fibra soluble. Sin embargo, cabe destacar que

variantes de la misma especie silvestre presentaron concentraciones similares de mucilago y

pectina, contrario a lo que se observé entre variantes cultivadas de la misma especie (3.6).

Cuadro 3.6 Contenido medio de fibra soluble (g por100g de peso seco) en el jugo de tunas

de Opuntia spp. Las variantes se encuentran ordenadas de mayor a menor grado de

domesticacion.

Especie Variante Mucilago Pectina Fibra soluble total
0. ficus-indica Rojo pelén 4.16° 2 183" 6.34"
0. albicarpa Blanca 7.50° 1.69" 9.19"
O. megacantha Amarilla Monteza  4.48% 1.98" 6.46°"
Pico chulo 681  1.69" 8.50°
Torreoja 7.05°  2.79° 9.84%°
Sangre de toro 6.43° 0.87° 7.30°
O. streptacantha Cardona 7.40° 1.72° 9.12°
O. streptacantha spp. Charola 8.472 1.57° 10.042
aguirrana
O. robusta Tapona 5.33¢ 1.76" 7.09%
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Tap6n Rojo 536"  1.59° 6.95"
Valor de P <0.0001 <0.0001 <0.0001
Promedio general 6.30 1.78 8.01
(%) (78.65)  (22.22) (100.87)

Media n=3. Tratamientos con diferente literal en la misma columna son estadisticamente

diferentes (p<0.05).

La variante con mayor grado de domesticacion (Rojo pel6n) presento el contenido mas bajo de
fibra soluble, y la variante silvestre Charola el valor mas alto; sin embargo, la variacion

general al respecto carecid de tendencias claras.

El contenido de mucilago entre variantes present6 diferencias significativas, con una amplitud
de 4.1 a 8.4 g por cada 100g de peso seco, pero sin tendencia clara de estar relacionado con el
grado de domesticacion; asi, la variante Blanca (cultivada) y Cardona (silvestre) presentaron
valores similares (7.5 y 7.4 g por 100g de peso seco, respectivamente). Cabe destacar que la
variante silvestre Charola presento la concentracion mas alta de mucilago (8.47 g por 100g de
peso seco), esto es el doble que Rojo peldn, perteneciente a la especie mas domesticada (O.

ficus-indica) (4.16 g por 100g de peso seco).

Las variantes silvestres Charola y Cardona (O. streptacantha) son las que se usan
tradicionalmente para elaborar el llamado queso de tuna (dulce compacto hecho con el jugo de
tuna concentrado), para lo cual parece favorable su elevado contenido de fibra soluble (Lopez
et al., 1997). Las variantes Amarilla Monteza y Rojo pelén presentaron los contenidos mas
bajos de mucilago (4.4 y 4.1 g por 100g de peso seco, respectivamente) lo cual puede estar

inversamente relacionado con la seleccion que ha ejercido su preferencia para consumirse en
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fresco, como fruta suculenta y de gran tamario, a diferencia de los frutos pequefios y con gran
cantidad de semillas caracteristicos de las variantes silvestres de O. streptacantha (Reyes-

Agliero et al., 2005).

Las concentraciones de pectina, otra de las fibras solubles importantes para el funcionamiento
adecuado del intestino humano, variaron desde 0.87 a 2.79 g por cada 100g de peso seco, y
notablemente ambos valores extremos correspondieron a dos variantes de O. megacantha. En
las variantes silvestres el contenido de pectina fue estadisticamente similar, con menor
variabilidad que en las cultivadas. Lira-Ortiz et al. (2014), encontraron en frutos de O.
albicarpa concentraciones de pectina de 5 a 20 g por kg de peso seco, lo cual coincide con lo

encontrado en la presente investigacion en la misma especie.

El contenido alto de mucilago en las frutas es muy apreciado por los nutridlogos ya que esta
comprobado que este tipo de fibra soluble ayuda a reducir los niveles de glucosa y de
triglicéridos en la sangre, por su propiedad de interferir su digestion y absorcién. Ademas, la
fibra soluble favorece el desarrollo de bacterias deseables del colon, las cuales la fermentan y
producen acidos grasos de cadena corta (AGCC), que son la fuente energética esencial para las
células del colon, y favorecen la absorcion de calcio, magnesio, zinc, sodio y agua (Duggan et
al., 2002; Roberfroid, 2000). Por estos efectos la fibra soluble es util para prevenir y tratar las
enfermedades del colon (Galas et al., 2013). También, a la fibra soluble se le atribuye un
efecto hipocolesterolemiante gracias a su viscosidad, ya que dificulta la absorcién del
colesterol; a la vez que, tras ser absorbidos, el higado capta algunos AGCC como el
propionato, generados por la fermentacién de la fibra, los cuales disminuyen las enzimas

implicadas en la sintesis del colesterol (Slavin, 2013). La viscosidad es la responsable de sus
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acciones benéficas de la fibra soluble sobre el metabolismo de los lipidos y carbohidratos, y en

parte de su potencial anticancerigeno (Escudero y Gonzélez, 2006).

El-Sayed et al. (2014) concluyeron que el potencial alimentario de la tuna es alto, pues ademas
de su alto contenido en fibra y polifenoles, contiene las proporciones adecuadas de azUlcares
simples por lo que puede sugerirse como alimento funcional. Ademas, existen evidencias de

que su consumo reduce los niveles de azucar y colesterol en la sangre (Stintzing et al., 2001).

Las caracteristicas naturales principales de la tuna que han limitado su consumo como fruta de
mesa en mercados foraneos son los gloquideos (espinas finas) remanentes de una limpieza
limitada por el riesgo de dafar la céascara, y la presencia abundante de semillas que dificultan
su consumo. Con procesos industriales relativamente simples es posible transformar la tuna en
un jugo natural envasado que supera facilmente dichas limitaciones, y que puede resultar

comercialmente muy competitivo por sus cualidades nutricionales y funcionales.

3.5 Conclusiones

Hay variabilidad en el contenido de azUcares y fibra soluble entre las variantes estudiadas, que
puede ser la base para el disefio de distintos productos que multipliquen el potencial de
comercializacion del jugo. La concentracion de azlcares en las variantes no se relaciona
directamente con su grado de domesticacion. Al respecto, las diferencias mayores en las

variantes cultivadas podrian deberse a la preferencia humana por su sabor o dulzura.
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4.1 Resumen

La tuna, fruto del nopal (Opuntia spp.), estd ampliamente distribuida en la Planicie
Meridional donde se pueden identificar variantes con diferente grado de domesticacion. Se
consumen principalmente como fruta fresca y presentan caracteristicas distintas como: forma,
tamafio y color, sabor y semillas, ademas se han identificado entre sus componentes
metabolitos secundarios como polifenoles, betalainas y flavonoides. Estos metabolitos son
considerados antioxidantes y previenen o controlan la generacion excesiva de radicales libres
con alta inestabilidad, reactividad y capacidad de alterar las funciones de diferentes
biomoléculas, lo cual genera estrés oxidativo. Los antioxidantes modulan funciones
terapéuticas en el cuerpo que resultan benéficas para la salud o reducen el riesgo de
enfermedad. El objetivo de este trabajo fue caracterizar y cuantificar los metabolitos
secundarios con actividad antioxidante asi como medir su capacidad antioxidante in vitro.

Se utilizaron jugos liofilizado (Freezer dryers llshin, Korea) de diez variantes de Opuntia spp.
Se cuantificaron fenoles por medio de HPLC (Spectra-Physics UV6000LP); &cido ascérbico
con el método de Sdiri et al. (2012) (Thermo Spectra Physic Series P100) y betalainas con el
método de Garcia-Cruz et al. (2012) con un espectrofotometro Agilent 8453 UV-visible. Se
evalud la capacidad in vitro por medio de la técnica de FRAP (Firuzi et al., 2005) y ABTS
por Nenadis et al. (2004). El &cido géalico se registré en todas las variantes excepto en la
Tapona, y fue el principal compuesto fendlico en la mayoria de ellas (32.6 y 81.2 ug/g). De
los flavan-3-ol se cuantificaron cuatro compuestos, los isomeros catequina y epicatequina y las
procianidinas B1 y B2. Los cuatro derivados estuvieron presentes en todas las variantes,
excepto la catequina en la tuna Blanca. EI mayor contenido de acido ascorbico se presentd en

Rojo pelén seguida de Sangre de toro y Tapdn rojo, y Charola fue la variante con menor
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concentracion; sin embargo  estos valores son aceptables para cubrir la cantidad minima
requerida en la dieta humana (84 mg). Los jugos de tuna de coloracion roja presentan el mayor
contenido de betacianinas, mientras que en las amarillas predominan las betaxantinas, lo cual
coincide con otros estudios. En estudios previos, se encontré que la concentracion de los
componentes fenodlicos totales presenta una relacién directa con la capacidad antioxidante. El
jugo de tuna presenta ademas, otras sustancias antioxidantes como betalainas y acido
ascorbico que lo posicionan por encima de otros alimentos considerados como funcionales.

Palabras clave: Antioxidantes, Fenoles Capacidad antioxidante.
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4.2 Introduccion

Durante los procesos normales del metabolismo energético se generan radicales libres,
los cuales pueden causar dafio oxidativo; por ello, el organismo posee mecanismos end6genos
antioxidantes conformados por sustancias que retrasan o previenen significativamente la
oxidacion. Entre dichas sustancias destacan las enzimas celulares superdxido dismutasa
(SOD), la glutatién peroxidasa y la catalasa. Como sustancias de defensa no enzimética contra
la oxidacién destacan la vitamina E, un antioxidante efectivo de los lipidos poliinsaturados de
las membranas, y la vitamina C, la cual como agente reductor o donador de electrones
reacciona rapidamente con el radical HO™ y el anion superdxido, y evita también la oxidacion

de los lipidos de las membranas (Wang y Quinn, 2000).

Cuando los mecanismos endogenos antioxidantes son insuficientes para contrarrestar el
desbalance que provoca el estrés oxidativo, se generan cambios fisiol6gicos y bioquimicos
como la glucosilacion de proteinas, peroxidacion lipidica, y autoxidacion de la glucosa
(Opera, 2004; Betteridge, 2000). Entre las enfermedades asociadas al estrés oxidativo destacan
la diabetes mellitus tipo 2 (DM2), hipertension arterial, insuficiencia renal y hepatica, cancer y
enfermedades neurodegenerativas, como la esclerosis lateral aminiotréfica, Alzheimer,

Parkinson y Huntington (Elejalde-Guerra, 2001; Jellinger, 2003; D’ Amico et al., 2013).

El consumo de antioxidantes naturales o sintéticos puede reforzar la capacidad
antioxidante del organismo (Hidalgo et al., 2006). Investigaciones recientes han demostrado

gue algunos compuestos presentes en las plantas, como los terpenos, flavonoides, betalainas y
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las antocianinas poseen propiedades antioxidantes mas poderosas que las vitaminas (Sedo,

2001; Harasym y Oledzki, 2014).

Las tendencias mundiales en la nutricion y alimentacion indican un interés acentuado
hacia el consumo de frutas y verduras, por su valor nutritivo y por sus beneficios a las
funciones del organismo humano. Estas tendencias en los patrones de alimentacion han
generado una area nueva de investigacion y desarrollo en nutricion, la de los llamados
“alimentos funcionales”, definidos como cualquier alimento en forma natural o procesada, que
ademéas de sus componentes nutritivos contienen sustancias que favorecen la salud, la
capacidad fisica y el estado mental de una persona (Konigsberg-Fainstein, 2008). Entre estos
compuestos funcionales destacan los antioxidantes exdgenos, los cuales interactian de forma
segura con los radicales libres y ponen fin a su reaccion en cadena antes de que dafien

moléculas vitales (Oroian y Escriche, 2015).

La tuna, fruto del nopal (Opuntia spp.), esta ampliamente disponible en la Planicie Meridional
de México. Se conocen mas que 189 especies silvestres de nopal, de las cuales 83 son
mexicanas; de éstas, 29 se distribuyen en la Region Centro Norte de México, en una superficie
de aproximadamente 300 000 km?, en parte de los estados de Aguascalientes, Guanajuato,
Hidalgo, Jalisco, Querétaro, San Luis Potosi, Zacatecas y el Distrito Federal, donde se pueden
identificar variantes con diferente grado de humanizacién, desde las silvestres como O.
streptacantha, y las cultivadas de O. hyptiacantha, O. megacantha y O. albicarpa, hasta las de
O. ficus-indica, especie reconocida con el grado mayor de domesticacion (Reyes-Aglero et
al., 2005). Las tunas se consumen principalmente como fruta fresca y presentan diferencias
notables en forma, tamafio, color y sabor, y cantidad, tamafio y dureza de sus semillas;

también se procesan para elaborar jaleas, mermeladas y pasta (“queso de tuna”). Entre los
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componentes de la tuna se han identificado polifenoles, betalainas y flavonoides (Figueroa-
Cares et al., 2010; Lopez-Palacios et al., 2012; Yeddes et al., 2013). Estos metabolitos
antioxidantes previenen o controlan la generacion excesiva de radicales libres muy inestables,
reactivos y capaces de alterar las funciones de diferentes biomoléculas, esto es, de generar

estrés oxidativo (Rodriguez et al., 2001; Soobrattee et al., 2005).

Evaluaciones de la tuna indican que tienen potencial para ser considerada como alimento
funcional por su contenido de &cido ascorbico, fenoles, carotenoides y betalainas, en
proporciones superiores a las de ciruelas, nectarinas o duraznos (Fernandez-Lépez et al.,
2010). Estos fitoquimicos podrian contribuir a mitigar los efectos causados por un estado
prolongado de hiperglucemia y reforzar el sistema antioxidante en pacientes glucostaticos; en
efecto, se ha demostrado que los antioxidantes pueden aumentar la sensibilidad de los
receptores a la insulina o bien pueden reducir la concentracién de glucosa en la sangre después
del consumo de carbohidratos al inhibir la accion de las enzimas digestivas y los
transportadores de glucosa SGLT-1 (Bryans et al., 2007). Asi, estudios con animales indican
que la suplementacion con té verde y negro (rico en compuestos polifenélicos) disminuy6 las
concentraciones de glucosa en la sangre postprandial de ratas Sprague-Dawley (Zeyuan et al.,
1998). Ademas, estudios in vivo mostraron una reduccién de la hemoglobina glucosilada
(Fukino et al., 2008) y un aumento en la actividad de la insulina (Richarda y Dolansky, 2002)

después del consumo de extractos de té.

Con base en lo precedente, el objetivo de este estudio fue identificar y cuantificar los
compuestos antioxidantes presentes en el jugo de frutos de variantes de Opuntia, y verificar
su capacidad antioxidante in vitro, como complemento de su valoracién como alimento

funcional.
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4.3 Materiales y métodos

4.3.1 Eleccion de las variantes y preparacion de las muestras

Se evaluaron diez variantes de tuna en maduracion plena, seis de ellas cultivadas: Rojo
Pelon (Opuntia ficus-indica), Blanca (O. albicarpa), Amarilla Monteza, Pico Chulo, Torreoja
y Sangre de Toro (O. megacantha), y cuatro silvestres: Cardona (O. streptacantha), Charola
(O. streptacantha spp. aguirrana), Tapona y Tapon Rojo (O. robusta). Los frutos se
recolectaron en el municipio de Villa de Arriaga, en el estado de San Luis Potosi, México. La
eleccion de las variantes de Opuntia se basé en: a) grado de humanizacién, b) abundancia y
potencial econdmico en el estado de San Luis Potosi, y ¢) color de la tuna. A las tunas se les
elimind la céscara, y de la pulpa se extrajo el jugo con una licuadora de acero inoxidable
(Internacional LI-12-106), las semillas se separaron con un filtro de 8 Mesh y el jugo se

almaceno hasta su uso en recipientes estériles a -20 °C.

4.3.2 ldentificacion y cuantificacion de antioxidantes en los jugos

4.3.2.1 Contenido de fenoles totales.

Los compuestos fendlicos totales presentes en los jugos de las tunas fueron cuantificados por
el método de Folin-Ciocalteu modificado por Yeddes et al. (2013), y expresados como
equivalentes de acido galico (mg EAG g-1). Para extraer los fenoles, a 0.15 g de los jugos
liofilizados a -50 °C (Frezer dryers llshin, Corea), se les afiadié etanol absoluto frio, se les
sometio a ultrasonido durante 10 min y después a agitacion constante durante 2 h a 4 °C. La
solucion se depur6 al pasarla por papel Whatman 42. Los extractos se aforaron a 15 mL con

etanol y se almacenaron protegidos de la luz a -20 °C. Los fenoles totales se midieron por
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triplicado; para ello, a 35 pL del extracto etandlico se le afadieron 437.5 pL del reactivo de
Folin-Ciocalteu 1N (Sigma) y se les dejo reaccionar a temperatura ambiente durante 3 min.
Luego, se les afiadieron 2187.5 pL de una solucién de Na2CO3 al 20% Yy el volumen se ajusto
a 3500 pL. La mezcla se dejé reposar a temperatura ambiente en obscuridad durante 2 h para
el desarrollo de color. Se les midio a una absorbencia de 760 nm en un espectrofotometro
(Agilent Technologies 8453, Alemania); ademas, se usaron muestras testigo compuesta por
agua destilada y los reactivos usados. La cantidad de compuestos fendlicos fue establecida por

comparacion de los valores de absorbencia de las muestras y de los estandares de acido galico.

4.3.2.2 Acidos fenolicos y flavan-3-oles.

Los compuestos fendlicos se extrajeron con el método usado por Rodarte et al. (2007).
De 50 mL de jugo de tuna liofilizado, se pesaron 2 g de muestra y se mezclaron con 3 mL de
metanol acidificado (0.1% acido clorhidrico), y se sonoriz6 en un bafio de agua durante 10
min; luego, el sobrenadante se recolectdé y con el precipitado se repitid cinco veces el
procedimiento anterior para obtener seis extracciones. Los sobrenadantes fueron recolectados
y centrifugados por 10 min a 5000 rpm, y la fraccion obtenida del centrifugado se concentro al
vacio en un rotaevaporador a 30 °C (Heidolph, Alemania) y se reconstituyé con 2 mL de

metanol. Todas las muestras fueron depuradas con filtros nylon de 0.45 pm.

La identificacion y cuantificacion de los acidos fenolicos se hizo en un cromatdgrafo de
liquidos (Spectra-Physics UV6000LP), con una columna LiChrospher 100 RP-18 (250 mm X
4.6 mm y particulas de 5 um). Como fase movil se utilizé acido formico al 10% en agua (A) y
acetonitrilo/agua/acido férmico (45:45:10) (B), con un flujo de 1 mL/min. La identificacion se
realizd por comparacion de los tiempos de retencién, asi como con los espectros UV-Vis

obtenidos con un sistema de deteccion Diodo-Array (Thermo Scientific, USA), con patrones
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estandar. Para cuantificar los acidos hidroxibenzoicos se usé la longitud de onda de 280 nm, y
la de 315 nm para los ésteres de acidos hidroxicinamicos. Se utilizaron las ecuaciones
siguientes de calibrado: acido gélico, y= 31500.8x-437526, r’= 0.9987; 4cido protocatéquico,
y= 154728.8x+29714.08, r’= 0.9999; &cido siringico, y= 3366253x+35897.78, r’= 0.9999;
4cido elagico, y=316113x-467108.2, r’= 0.9789. Los flavan-3-oles se identificaron y
cuantificaron en un cromatografo de liquidos (Thermo Spectra Physic Series P100, USA),
acoplado a un detector de fluorescencia (Perkin Elmer Series 200%, USA), con una columna
LiChrospher 100 RP-18 (250 mm x 4.6 mm y particula de 5 pm). Como fase movil se utilizo
acetonitrilo (A) y acido acético 5% (B), con un flujo de 1.4 mL/min. Para la identificacion de
flavanoles se utilizaron las longitudes Aexc=280 nm y Aem=320 nm. En este estudio las
procianidinas se cuantificaron como catequinas, para lo cual se utilizaron las ecuaciones de
calibrado siguientes: catequina, y= 9x10°x + 12608, r* = 0.9990; y epicatequina, y= 8x10%x +

85337, 1’ = 0.9992.

4.3.2.3 ldentificacion y cuantificacion de betalainas. Para medir las betalainas se
utilizé6 el método de Castellanos-Santiago y Yahia (2008). Para ello, se pesaron 100 mg de
jugo de tuna liofilizado y se afiadieron 10 mL de metanol al 80%, acidificado con HCI 0.5%;
esta mezcla se sonoriz6 (Branson 1510R-MT) durante 15 min y se depurd con un filtro nylon
de 0.45 um (Agilent Technologies, Alemania). Se realiz6 un barrido electrénico entre 400 y
700 nm en un espectrofotometro Agilent 8453 UV-visible (Agilent Technologies, Alemania),
con lo cual se identificaron los picos de maxima absorcion de betalainas en 547 y 490 nm.
Para convertir las unidades de absorbencia en unidades de concentracion se utilizo la
expresion:

B(mg/g)= (A*FD*PM*V)/(c*P*L)
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Donde,

B= Betacianina o betaxantinas

A= Absorbencia en 547 nm para betacianina, y en 490 nm para betaxantina
FD= Factor de dilucion realizado en el momento de leer el espectrofotometro
PM= Peso molecular (Betanina=550g/mol e Indicaxantina= 308 g/mol)

V= Volumen del extracto

E= Coeficiente de extincién molar (betanina= 60 000 L mol.cm™, indicaxantina= 48 000 L

mol.cm™)
L= Longitud de la celda (1 cm).

4.3.2.4 Cuantificacion de acido ascorbico. Al respecto se utilizo el método de Sdiri et
al. (2012). Para ello, a 0.1 g del jugo liofilizado se le afiadieron 2 mL de acido meta-fosforico
al 4.5%; esta mezcla se sonorizd en un bafio de agua por 2 min, luego se centrifugé por 10 min
a 5000 rpm, y finalmente se depurd con filtros nylon de 0.45 um. La cuantificacion del acido
ascorbico se llevd a cabo en un cromatégrafo HPLC (Thermo Spectra Physic Series P100),
acoplado a un detector UV (Thermo Finnigan Spectra System UV2000), con una columna
LiChrospher 100 RP-18 (250 mm x 4.6 mm y particulas de 5 um). Como fase movil se utilizo
KH,PO, (0.2 M a un pH=2.3-2.4), con un flujo de 1.0 mL/min durante 15 min en la longitud

de onda A=243 nm y un volumen de inyeccion de 20 pL.
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4.3.3 Capacidad antioxidante in vitro de los jugos

4.3.3.1 Método FRAP (ferric reducing antioxidant power).

Con el ensayo FRAP se evalud la capacidad de las muestras de jugo para reducir el ion
férrico (Fe*®), presente en el complejo con 2,4,6-tri(2-piridil)-s-triazina (TPTZ), hasta su
forma ferrosa (Fe*?), de acuerdo con Firuzi et al. (2005). El reactivo FRAP se prepard
diariamente mezclando 10 mL de solucion amortiguadora de acetato de sodio 300 mM (pH
3.6) con 1 mL de cloruro férrico hexahidratado 20 mM, y 1 mL de TPTZ 10 mM disuelto en
acido clorhidrico 40 mM. En microplacas de fondo plano con 96 pozos y por triplicado, se
agregaron 25 pL de jugo de tuna diluido 1/20 con metanol y posteriormente se afiadieron 175
pL de solucion FRAP. Un tratamiento de control o testigo se prepard con 200 pL de metanol;
para otro control se mezclaron 25 puL metanol y 175 pL de solucion FRAP; para un tercer
control, se agregaron 25 uL de sulfato férrico y 175 pL de solucion amortiguadora de acetato
de sodio; por ultimo, a 25 pL de la muestra de jugo se le afiadieron 175 pL de solucién
amortiguadora de acetato de sodio. La medicién se realizé con un lector Multiskan Ascent
(Thermo Electron Corporation 100-240 VAC Tipo: 354) en la longitud A=595 nm. La primera
lectura se tomd en el tiempo 0 e inmediatamente la placa se incubd a 37 °C. Después de 60

min se efectud la segunda lectura.

La curva de calibracion se construy6 con sulfato férrico heptahidratado (7.194 mM),
disuelto en metanol en concentraciones de 108 a 864 uM. La ecuacion de calibracion

resultante fue y=0.0011x - 0.069, r’= 0.9971.

El valor de FRAP para la curva se calcul6 de acuerdo con la ecuacion siguiente:
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FRAP(M) = (AatFI/AatFe“)xlO_s

Donde,
Aa,FI =Es el cambio de absorbencia del compuesto a evaluar después del intervalo de tiempo.

Aa,Fe?*= Es el cambio de absorbencia del sulfato de hierro a la misma concentracion, y

después del mismo intervalo de tiempo.
Los resultados de cada muestra se presentan como UM eq. FeSO,.

4.2.3.2 Estimacion de la capacidad antioxidante equivalente en Trolox
(TEAC) con el mediador quimico ABTSe*.
Esta estimacion se hizo de acuerdo con la metodologia propuesta por Nenadis et al.
(2004). La capacidad antioxidante equivalente en Trolox de las muestras se baso en el

compuesto 2,2'-azino-bis(3-etilenbenzotiazolidina-6-acido sulfanico) (ABTS), con el cual se

genera el radical ABTS* y se compara con un antioxidante (Trolox). La solucion de ABTS*

se prepard para cada evaluacion mezclando 5 mL de ABTS 7 mM y 88 uL de persulfato de
potasio 140 mM; la mezcla se almacend en oscuridad cubierta con papel aluminio y se dejé
reposar durante 12 h a temperatura ambiente para generar el radical; luego, se tomaron 500 pL
de la solucion en reposo, se mezclé con 25 mL de etanol y se verificd que tuviera una
absorbencia entre 0.7 y 1 en la longitu A=734 nm en un espectrofotémetro Agilent 8453 UV-
visible (Agilent Technologies, Alemania). Las muestras, y controles se midieron por triplicado
(20 pL de muestra mas 230 puL de ABTS+") y se colocaron en una placa de fondo plano con 96

pozos; una vez agregado el radical ion, se cubrié la placa con papel aluminio y despues de 6
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min se realizd la lectura en la longitud A=734 nm en un lector Multiskan Ascent (Thermo

Electron Corporation 100-240 VAC Tipo: 354).

El porcentaje de inhibicion del estandar se obtuvo con la siguiente ecuacion:

Abs control—Abs muestra
% de inhibicion = Abs * 100
control

Al valor de la absorbencia de la muestra se le resté el valor de la absorbencia del control

para obtener la absorbencia real.

La curva de calibracion se construy6 con estandares de Trolox 50, 100, 200, 300, 400 y

500 uM, agregando 20 pL de solucion estandar y 230 de ABTS™; la ecuacién de regresion

resultante fue y=0.2263x + 7.5033; r’= 0.9979. Los resultados se expresaron como pig mol de

equivalentes de Trolox (TE) por g de peso seco de jugo.

4.3.4. Disefio experimental y anélisis estadistico
El experimento se realiz6 de acuerdo con un disefio experimental completamente al
azar. Los tratamientos fueron los jugos de las 10 variantes de tunas, a los cuales se les evalu6
su contenido de compuestos fendlicos, betalainas y acido ascorbico, asi como su capacidad
antioxidante por medio de FRAP y ABTS. Para cada una de estas mediciones se usaron tres
repeticiones. A los datos se les practico analisis de varianza y comparacion multiple de

medias por Tukey (SAS, version 8.0; SAS Institute, Cary, North Carolina).
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4.4 Resultados y discusion

4.4.1 Cuantificacion de compuestos fendlicos
Los fenoles presentes en frutas, flores y verduras han captado la atencion debido a su
potencial antioxidante. Se ha demostrado que diversas partes de Opuntia (pulpa, céscara,
semillas y cladodios) son ricas en polifenoles y flavonoides (Galati et al., 2003; Tesoriere et
al., 2004a; Valente et al., 2010; Tounsi-Saidani et al., 2011). Ademas, numerosos estudios
demuestran sus efectos antioxidantes (Dok-Go et al.,, 2003; Tesoriere et al., 2004b;
Siriwardhana y Jeon, 2004; Siriwardhana et al., 2006; Osorio-Esquivel et al., 2011; Chaalal et

al., 2013).

4.4.1.1 Contenido de fenoles totales. Debido a su presencia ubicua en los
alimentos de origen vegetal, los compuestos fenolicos estan incluidos diariamente en la dieta
humana. El consumo varia de 25 mg a 1g por dia en dependencia de la cantidad de frutas,
vegetales, granos, té y especias consumida (Robbins, 2003; Hagerman et al., 1998). Los
extractos crudos de productos vegetales ricos en fenoles estan generando interés en la industria
alimentaria debido a que retardan la degradacion oxidativa de los lipidos, y por lo tanto
mejoran la calidad y el valor nutricional de los alimentos; por su poder antioxidante los
fenoles brindan proteccion contra la enfermedad coronaria y el céncer, ademés de otras
enfermedades cronico degenerativas (Kakhonen et al., 1999). La proteccion contra la
oxidacion de las lipoproteinas de baja densidad se debe a la accion de varios compuestos

fendlicos (Ricchelle et al., 2001).

El contenido total de polifenoles fue estimado en los extractos etandlicos de los jugos

liofilizados (Cuadro 4.7). Las diferencias estadisticas encontradas entre las variantes parecen
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desvinculadas del color de los frutos y del grado de humanizacion, y cabe destacar que las
cuatro variantes de O. megacantha evaluadas presentaron los contenidos totales mayores de
compuestos fenolicos. Entre las variantes evaluadas por Mabrouki et al. (2015), la mayor
concentracion se registré en la pulpa de O. streptacantha seguida por la de O. ficus-indica, con
104.6 EAG por 100 g del jugo. En general, se ha sefialado que las concentraciones de
compuestos fendlicos en la tuna (Opuntia spp.) varian de 54 a 104 mg/100 g de materia fresca
(Katabi el al., 2013; Figueroa-Cares, et al., 2010; Mabrouki et al., 2015). Asi, el jugo de tuna
llega a presentar cantidades de compuestos fenolicos similares o mayores que la pifia,
jitomate, platano, mango y pepino (1.7, 2.0, 2.3, 2.6, 3.8, mg/g de peso seco, respectivamente)

(Mufi6z-Jauregui y Ramos-Escudero, 2007).

Cuadro 4.7 Concentracién media de compuestos fenolicos totales en jugos liofilizados de

10 variantes de tuna.

Especie Variante Compuestos fenolicos totales (mg/g
peso seco)
O. ficus-indica Rojo peldn 1.92 +0.110d°
0. albicarpa Blanca 1.93 +0.25%
0. megacantha Amarilla Monteza 3.81 £0.75"
Pico Chulo 2.81 +0.39°
Torreoja 3.90 + 0.06®
Sangre de Toro 5.21 +0.83°
O. streptacantha Cardona 1.67 +0.36%
O. streptacantha spp. aguirrana Charola 1.69 + 0.48%
O. robusta Tapona 2.52 + 0.42°
Tapdn Rojo 1.45 +0.14°
Valor de P <0.0001

Las variantes estan ordenadas de mayor a menor grado de humanizacion.
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n=3. Tratamientos con distinta literal en la misma columna, son estadisticamente diferentes
(<0.05).

4.4.1.2 Cuantificacion de fenoles por medio de cromatografia liquida de alta
resolucién (HPLC). En el Cuadro 4.8 se muestran los valores de concentracion de acidos
fenolicos en los jugos de las 10 variantes de tuna, los cuales presentaron diferencias
significativas (P<0.0001). El acido galico se registro en todas las variantes, excepto en la
Tapona, y fue el principal compuesto fendlico en la mayoria de ellas, con concentraciones

variables entre 32.6 y 81.2 ug/g.

El &cido siringico so6lo estuvo ausente en las variantes Torreoja y Cardona, y el acido
elagico en las variantes Blanca, Sangre de Toro y Tapén Rojo. El &cido protocatéquico sélo se
registro en Pico Chulo (41.6 pg/g); ademas, en esta variante se registraron los cuatro &cidos
fenolicos y la concentracidn total mas alta de ellos (176 pg/g). En cambio, la variante Blanca

presentd el menor contenido total de estos &cidos (79.4 pg/g).

Los flavonoides son la clase de fenoles predominante en los alimentos, porque son
aproximadamente 2/3 de los fenoles consumidos en la dieta humana. En el Cuadro 4.9
presentan las concentraciones de los derivados del flavan-3-ol registradas en los jugos de todas
las variantes de tuna estudiadas, con diferencias notables entre ellas (P<0.0001). Estos cuatro
derivados se registraron en los jugos de todas las variantes, pero la catequina falto en el de
tuna Blanca y fue el derivado minoritario en todas las variantes excepto en el jugo de Charola;
la epicatequina fue el derivado con la menor concentracion. Los derivados registrados en
mayor concentracion en alguno de los jugos fueron la epicatequina o la procianidina B2, segun

la variante. Las mayores concentraciones de epicatequina se encontraron en el jugo de Tapona,
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Cuadro 4.8 Concentracion media (ug/g) de acidos fendlicos en jugos liofilizados de 10

variantes de tuna.

Especie Variante Acido Acido Acido Acidos
galico siringico elagico fendlicos totales
O. ficus-indica Rojo Peldn 32.6£0.6° 29.2#0.9° 25.0+0.9° 86.9+2.3°
O. albicarpa Blanca 53.7+0.6° 25.6+0.4° n.d. 79.4+0.8°
O.megacantha  Amarilla 74.843.6™ 13.6+0.3" 33.5+0.1° 122.0+3.8"
Monteza
Pico Chulo 63.6+0.6° 20.0+2.7" 50.5+2.3° 176+7.9°
Torreoja 49.7+1.8° n.d. 41.941.9° 91.6+3.6°
Sangre de Toro 42.4+05" 66.5+0.1*  n.d. 109+1.2°
O. streptacantha  Cardona 81.2+0.7°  n.d. 26.7+0.4° 108.0+1.0°
O. streptacantha
spp. aguirrana Charola 78.3+1.0° 16.9+0.39¢ 73.2+15% 168+2.2°
O. robusta Tapona n.d. 45.3+1.1°  68.3+4.1* 114.0+5.2"°
Tapdn Rojo 71.5+0.1° 38.4+0.3° n.d. 110.0+1.2°
Valor de P <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001

Las variantes estan ordenadas de mayor a menor grado de humanizacion.

n=3. Tratamientos con distinta literal en la misma columna, son estadisticamente diferentes

(<0.05).

y las menores en el de Cardona, 90.8 y 17.2 ug/g, respectivamente. En relacion al contenido

total de derivados del flavan-3-ol, el jugo de la tuna Tapona presento la concentracion mayor
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de estos compuestos (223+£6.09 ug/g), pues también tuvo los valores mayores de cada

derivado; en cambio, el jugo de tuna Cardona fue el méas pobre en estos derivados (73.7 pg/g).

Cuadro 4.9 Concentracion media (ug/g) de flavan-3-oles en jugos liofilizados de 10

variantes de tunas.

Especie Variante Catequina  Epicatequina Procianidina Procianidina Total
Bl B2 flavan-3-
oles
O. ficus-indica Rojo 13.30+0.63" 19.26+1.68"  16.71+0.13"  28.36x0.38°  77.6+1.30"
0. albicarpa n.d. 60.94+1,26°  32.50+1.49" 38.76+0.43°  132+3.18°
0. 14.23+0.69% 37.4+0.16° 21.03+0.74%"  33.93+0.55% 107+4.82°
megacantha
14.87+0.6 24.58+0.02°  23.59+1.25° 29.51+1.19% 92.5+1.86°
19.61+0.94° 32.10+0.39°  25.40+0.87° 20.37+0.40"  97.5+1.80%
19.61+1.60° 61.93+0.77°  40.67+1.40° 51.62+1.31% 174+1.88°
0. 10.44+0.18° 17.15+0.45"  22.41+0.51° 23.68+1.08" 73.7+2.21f
streptacantha
0. 27.25+0.95%  17.97+0.98"  47.06+2.19° 44.45+0.28° 137+4.40°
streptacantha
spp. aguirrana
O. robusta 27.89+0.97° 90.81+2.18°  50.47+0.90° 45.20+2.05° 223+6.09°
17.56+1.14° 19.16+0.30"  24.67+1.56° 23.63+1.81"  85.1+4.21°
Valor de P <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001

Las variantes estan ordenadas de mayor a menor grado de humanizacion.

n=3. Tratamientos con distinta literal en la misma columna, son estadisticamente diferentes

(<0.05).
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4.4.2 Concentracion e identificacion de betalainas
Segun Stintzing et al. (2005), la coloracion de las tunas es debida a las betalainas, pues
dichos autores registraron indicaxantina y betaxantinas (84 y 100 mg/kg, respectivamente) en
tunas amarillo-naranja, mientras que en las tunas rojas identificaron betacianinas en
concentraciones de 400 mg/kg, y por ello consideraron a estos compuestos quimicos como los

responsables de dicho color.

Como se muestra en el Cuadro 4.10, los jugos de tuna de las variantes con frutos rojos
presentaron mayor contenido de betacianinas, mientras que en las amarillas (Amarilla
Monteza y Pico Chulo) predominaron las betaxantinas, lo cual coincide con otros estudios
(Stintzing et al., 2005; Chavez et al., 2009; Yahia y Mondragon, 2011). El jugo de tuna
Tapona presentd el mayor contenido de betacianinas y betaxantinas, pero su coloracién rojo

purpura se explica por el predominio de las betacianinas en el jugo de esta tuna.

Caben sefialarse los valores intermedios de ambos compuestos en los jugos de las
variantes rojas pertenecientes a O. megacantha, asi como el contenido minimo de ellos en los
jugos de tuna Blanca, en coincidencia con lo registrado por Castellanos-Santiago y Yahia

(2008) en esta misma especie.

4.4.3 Cuantificacion de acido ascorbico por HPLC
El &cido ascorbico (AA) es uno de los mas efectivos antioxidantes, y mas abundante en
frutas y verduras (Loganaki y Manian 2010). Su importancia radica en que interviene en
diversas funciones bioldgicas, como la sintesis de colageno, hormonas y neurotransmisores
(Fusini et al., 2016; Ivanov et al., 2016; Mumford et al., 2016). El incremento en el consumo

de &cido ascorbico esta asociado con la reduccién del riesgo a padecer enfermedades crénicas
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Cuadro 4.10 Contenido medio de betaxantinas y betacianinas (mg/g peso seco) en los

jugos liofilizados de 10 variantes de tuna.

Especie Variante Betaxantinas  Betacianinas Total betalainas

O. ficus-indica Rojo Pelon  0.148+0.005°  0.149 +£0.010%  0.298°

0. albicarpa Blanca 0.018+0.003°  0.021 +0.004"  0.044"

O. megacantha Amarilla 0.120£0.007"  0.011+0.001" 0.130"
Monteza
Pico Chulo  0.085+0.017"  0.019 +0.004"  0.105
Torreoja 0.313+0.029°  0.358 +0.030"  0.671%
Sangre de 0.810+0.007° 1.580+0.030° 2.390°
Toro

O. streptacantha  Cardona 0.423+0.030"  0.800 + 0.008°  1.213¢

O. streptacantha

spp. aguirrana Charola 0.290+0.007°  0.660 +0.020°  0.945°

O. robusta Tapona 1.450+0.017°  2.610 +0.030*° 4.074°
Tapon Rojo  1.230+0.04°  2.380 +0.060°  3.610°

Valor de P <0.0001 <0.0001 <0.0001

Las variantes estan ordenadas de mayor a menor grado de humanizacion.

n=3. Tratamientos con distinta literal en la misma columna, son estadisticamente diferentes

(<0.05).

como cancer, enfermedades cardiovasculares y cataratas (Frikke-Schmidt y Lykkesfeldt, 2009;
Wei et al., 2016; Mohamed et al., 2016), lo cual puede deberse a su capacidad de eliminar

radicales libres en los sistemas bioldgicos. En este estudio s6lo se midié el contenido de AA
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(Cuadro 4.11), sin realizar la reduccion del acido dehidroascorbico (DHAA) necesaria para

obtener el contenido total de vitamina C (Sdiri et al., 2012).

La concentracion de AA presento diferencias en los jugos de tuna evaluados (P<0.0001). El
mayor contenido de AA se registrd en la variante Rojo Peldn seguido de Sangre de Toro y
Tapdén Rojo; Charola fue la variante con la menor concentracion en su jugo. Sin embargo,
todos los valores fueron suficientes para cubrir facilmente la cantidad minima (84 mg)
requerida diariamente de acido ascérbico en la dieta humana (Saenz et al., 2007; Pérez et al.,

2008).

Entre las variantes evaluadas por Yahia y Mondragén (2011), la mayor concentracion de AA
se registro en los jugos de tuna Camuesa (O. robusta), seguida por los de Cardona (O.
streptacantha), con 4.0 y 2.1 mg/ 100 g de materia fresca, respectivamente, mientras que la
menor concentracion fue en los jugos de tuna Naranjona (O. megacantha), con valores de 1.2
a 1.4 g/ 100 g de materia fresca; ademas, segun estos autores, el DHAA mostré un patrén
similar al del AA. En general, se ha sefialado que los niveles de &cido ascérbico en la tuna
(Opuntia spp.) varian de 12 a 81 mg/100 g de materia fresca (Feugang et al., 2006). Asi, el
jugo de tuna llega a presentar cantidades de acido ascorbico similares o mayores que la uva, la
manzana Y la pera (0.5, 0.3 y 0.2 mg/ g peso seco comestible, respectivamente), pero menor

cantidad que la guayaba y el kiwi (9.4 y 4.9 mg/ g peso seco comestible, respectivamente).

Cabe destacar que las variantes con el mayor y el menor grado de humanizacion presentaron
los valores mas altos de este antioxidante, lo cual sugiere que el grado de domesticacion

carece de relacion con la concentracion del antioxidante evaluado.
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Cuadro 4.11 Concentracion media de acido ascérbico (mg/g peso seco) en jugos

liofilizados de 10 variantes de tuna.

Especie Variante Acido ascorbico
O. ficus-indica Rojo Pelén 1.328 +0.003°
0. albicarpa Blanca 0.316 +0.003°

O. megacantha

O. streptacanta

O. streptacanta spp. aguirrana

O. robusta

Valor de P

Amarilla Monteza
Pico Chulo
Torreoja

Sangre de Toro
Cardona

Charola

Tapona

Tapon Rojo

0.327 £ 0.016°
0.542 +0.004°
0.327 +0.004°
0.652 + 0.041°
0.325 + 0.006"
0.191 # 0.000°
0.527 + 0.029°
0.691 + 0.006"

<0.0001

Las variantes estan ordenadas de mayor a menor grado de humanizacion.

n=3. Tratamientos con distinta literal en la misma columna, son estadisticamente diferentes

(<0.05).

4.4.4 Capacidad antioxidante in vitro del jugo de tuna

Para estimar la capacidad antioxidante del jugo de tuna se recurrié a los métodos
ABTS y FRAP, pues ambos son de los mas utilizados y miden la mayoria de los antioxidantes
presentes. EI método ABTS suele usarse para mezclas o bebidas complejas y mide

principalmente antioxidantes tipo SET (single electron transfer), sin excluir a los HAT
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(hydrogen atom transfer), tanto en medio hidrosoluble como liposoluble. EI FRAP en cambio
se aplica mas en hortalizas con antioxidantes tipo SET y HAT, principalmente fenoles y acido
ascorbico (Surveswaran et al., 2007; Gilcin, 2012). Asi, estos métodos se consideraron

complementarios y se contrastaron a través de la correlacion entre los resultados respectivos.

Surveswaran et al. (2007) mencionan que los componentes fendlicos de diversas
hierbas, frutas y verduras, presentan una relacion directa entre su capacidad antioxidante y su
contenido total de fenoles. En los jugos de tuna evaluados esta tendencia no se cumplié debido
a sus diferencias contrastantes de color, atributo vinculado con la presencia de antioxidantes
como betalainas y acido ascorbico (Cuadro 4.12). Los datos generados con el método ABTS
presentaron una distribucion normal, pero los estimados con FRAP debieron ser transformados

logaritmicamente, antes de ser analizados.

Las estimaciones de la capacidad antioxidante realizadas con ambos métodos (FRAP y
ABTS) para el total de fenoles, betalainas y acido ascérbico registrado en los jugos de las 10

variantes de tuna se contrastaron por medio de su correlacion lineal simple (Cuadro 4.13).

Los valores de r para cada una de las comparaciones fueron del mismo signo, excepto para
compuestos fendlicos totales, lo cual evidencia una tendencia general concordante en las
estimaciones generadas por ambos métodos. Los resultados muestran que las estimaciones de
la capacidad antioxidante de las betalainas con FRAP y ABTS, estuvieron correlacionadas
positiva y significativamente (P<0.0001). Por otro lado, las estimaciones de acido ascorbico y
compuestos fendlicos carecieron de correlacion significativa. Que la capacidad antioxidante

total estimada con ambos métodos presentara correlacion significativa, se explica por la
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abundancia de betalainas y porque con ambos metodos se generaron estimaciones poco

discordantes de la capacidad antioxidante de los deméas compuestos evaluados.

Cuadro 4.12 Capacidad media antioxidante total del jugo de 10 variantes de tuna.

Especie Variante Método ABTS ™! Método FRAP?
TEAC (uM/g peso (UM eq. FeSO4/g peso
seco)? seco)*
0. ficus-indica Rojo Pelon 43837 + 2601°"° 49102 + 4280%°
0. albicarpa Blanca 39570 + 8473 ° 45202 + 4098%°
Amarilla

O. megacantha Monteza 37504 + 6726° 38490 + 2591¢
Pico Chulo 38307 + 6833° 39157 + 2583¢
Torreoja 46264 + 8198 42378 + 9272%
Sangre de Toro 51422 + 400%™ 79066 + 7562°

O. streptacantha Cardona 45501 + 3565 60141 + 4645™

O. streptacantha  spp.

aguirrana Charola 40778 + 3741 57543 + 4843%

O. robusta Tapona 62117 + 10439° 112651 + 15066°

Tapon Rojo 59968 + 12243% 118790 + 16262°

Valor de P <0.0016 <0.0001

Las variantes estan ordenadas de mayor a menor grado de humanizacion.

n=3. Tratamientos con distinta literal en la misma columna, son estadisticamente diferentes (P
<0.05). 'ABTS, "2,2-azinobis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)". *TEAC, Trolox
equivalent antioxidant capacity. *FRAP, "ferric reducing antioxidant power". *Micro molar

equivalentes de sulfato de hierro por gramo de peso seco.

79



Cuadro 4.13 Correlaciones (r) entre las estimaciones de capacidad antioxidante,
generadas con los metodos ABTS y FRAP en el jugo de 10 variantes de tuna.

Antioxidante ABTS FRAP
Total 0.7845 *** 0.9436 ***
Compuestos fenolicos totales  0.0848 -0.11811
Acidos fendlicos -0.2033 -0.0943
Flavan-3 oles 0.3943 0.4781
Betalainas 0.7828*** 0.9511***
Acido ascorbico 0.1829 0.1635

Significancia *** P < 0.0001.

4.5 Conclusiones

El contenido mayor de betalainas en las variantes rojas como Tapona, Tapon Rojo y
Sangre de Toro, y de acido ascorbico en Rojo Pel6n, Tapon Rojo y Sangre de Toro causa que
su capacidad antioxidante total sea mayor que en el resto de las variantes y provoca la falta de
correlacion significativa entre las estimaciones de la capacidad antioxidante de los fenoles. De
las variantes evaluadas, Pico Chulo fue la mas rica en acidos fenolicos y Tapona en flavan-3-

oles. A diferencia de otras frutas de mesa, la tuna es una fuente importante de fenoles, ademas
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de contar con los fitoquimicos de potencia antioxidante mas comunes, como las betalainas y el

acido ascorbico.

Esta investigacion acredita y confirma la presencia de antioxidantes en el jugo de
variantes de tuna y constata su efecto con pruebas in vitro. Con ello se aportan bases
adicionales para promoverlo como alimento funcional, con cualidades antioxidantes similares

o0 superiores a los jugos de diversas frutas comerciales.
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5.1 Introduccion

La epidemia de diabetes mellitus (DM) es reconocida por la Organizacién Mundial de
la Salud (OMS) como una amenaza global. Se calcula que en el mundo existen mas que 180
millones de personas con diabetes, y es probable que esta cifra aumente a mas que el doble
para 2030. En 2005 se registraron 1.1 millones de muertes debidas a la diabetes, de las cuales
alrededor del 80% ocurrieron en paises de ingresos bajos o medios, que en su mayoria se

encuentran menos preparados para enfrentar esta epidemia (NOM-015-SSA2-2010).

En México, la DM ocupa el primer lugar en nimero de defunciones por afio; tanto en hombres
como en mujeres las tasas de mortalidad muestran una tendencia ascendente, con méas que 70

mil muertes y 400,000 casos nuevos anuales (NOM-015-SSA2-2010).

La DM tipo 2 (DM2) corresponde a lo que antes se denominaba como DM
insulinoindependiente o del adulto, pero actualmente se presenta también en jovenes. Su
importancia radica en los multiples trastornos que produce por la relacion que guarda la
secrecién de insulina y la sensibilidad de los receptores a la accion de esta hormona en la
complicada homeostasis de la glucosa (Conget, 2012). Esta enfermedad metabdlica modifica
las sefiales de transmision celular, bloquea parcialmente la accion de los receptores de
superficie y la expresion de genes especificos, disminuye la nicotinamida adenina dinucle6tido
fosfato (NADPH) vy los niveles de glutation, con lo cual incrementa el estrés oxidativo
(Elejalde, 2001; Palma, 2007). Otros factores importantes que suelen estar presentes en la DM,
es la auto oxidacion de la glucosa y del colesterol asociado a lipoproteinas de baja densidad
(cLDL), el incremento de la mieloperoxidasa activada por la proteincinasa C, y el aumento de
radicales libres (Palma, 2007). Ante la complejidad de este padecimiento, la Secretaria de

Salud en su Boletin de Practica Médica Efectiva propone un plan para tratar la DM2, en el
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cual se sugiere identificar la etiologia, delimitar factores de riesgo, establecer criterios para su
diagnostico, realizar evaluaciones clinicas para elaborar un plan de nutricion en el que se
incluyan alimentos ricos en antioxidantes, bajos en azlcares y concentraciones considerables
de fibra soluble, como son los alimentos funcionales, y establecer un tratamiento

farmacoldgico (Rodriguez y Mejia, 2006).

La tuna, fruto del nopal (Opuntia spp.), contiene una proporcidn correcta de azlcares simples,
compuestos funcionales como fibra soluble (mucilago y pectinas), antioxidantes como
betalainas, compuestos fendlicos y flavan 3-oles y cantidades importantes de vitamina C
(Zenteno et al., 2015; articulo 2). Todos estos compuestos son muy apreciados desde el punto
de vista de una dieta saludable y también como ingredientes para el disefio de nuevos

alimentos funcionales (Séenz et al., 2007).

Diversas investigaciones han acreditado el efecto hipoglucemiante del cladodio de
Opuntia spp. en animales diabéticos inducidos con estreptozotocina o en pacientes con DM2
(Frati-Munari et al., 1988; Trejo-Gonzales et al., 1996; Andrade-Cetto y Wiedenfeld, 2011).
Por otro lado, la tuna ha llamado Gltimamente la atencion y se ha propuesto que la fructosa que
contiene puede ser una via alterna para proporcionar energia a la célula cuando sea incapaz de
recibir glucosa, y con ello evitar la activacion de otras vias metabdlicas que originan
alteraciones, sobre todo en pacientes diabéticos (Rafter, 2002).  EIl consumo de fibra soluble
mejora el control glucémico, disminuye la hiperinsulinemia, y disminuye las concentraciones
plasmaticas de lipidos en individuos con DM2 (Chandallia et al., 2000; Paiz et al., 2010). La
fibra alimentaria tiene capacidad para atrapar agua y formar geles, producir un efecto laxante,
reducir la absorcidn de carbohidratos, y generar una sensacion de saciedad (Silveira, 2003).

Con base en lo precedente, el objetivo de este estudio fue evaluar el efecto del consumo de
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jugo de 10 variantes de tuna sobre la glucemia y pardmetros metabolicos relacionados de ratas
de la cepa Wistar glucostéaticas e hiperglucémicas inducidas con estreptozotocina, como parte

de la fundamentacion para que el jugo de tuna sea reconocido como alimento funcional.

5.2 Materiales y métodos

5.2.1 Eleccion de las variantes y extraccion de los jugos

Las tunas de las 10 variantes evaluadas se obtuvieron en maduracion plena; seis de
ellas son cultivadas: Rojo Pelon (Opuntia ficus-indica), Blanca (O. albicarpa), Amarilla
Monteza, Pico Chulo, Torreoja y Sangre de Toro (O. megacantha), y cuatro son silvestres:
Cardona (O. streptacantha), Charola (O. streptacantha ssp. aguirrana), Tapona y Tapon Rojo
(O. robusta). La eleccion de estas variantes se basé en tres criterios: a) abundancia y potencial
econdmico del fruto en el estado de San Luis Potosi, b) grado de humanizacion y c) colores de
la tuna. Las tunas se cosecharon o recolectaron en el municipio de Villa de Arriaga, ubicado
en el altiplano del estado de San Luis Potosi, México. A las tunas se les eliminaron las espinas
(gloquidios o “ahuates™) y la cascara; el jugo se extrajo disgregando la pulpa limpia con una
licuadora de acero inoxidable (Internacional L1-12-106); las semillas se separaron con un filtro
convencional 8 Mesh. A cada muestra se le midio el pH, los °Brix, contenido de materia seca
y la proporcion de jugo en la pulpa para las interpretaciones posteriores. El jugo se almacend

en recipientes estériles a -20 °C hasta su uso (Zenteno et al., 2015).

5.2.2 Modelo animal

3.2.2.1 Ratas Wistar glucostaticas. Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar,

de 200 a 250 g de peso vivo, como unidades experimentales, las cuales se mantuvieron en
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cajas de acrilico individuales, en una habitacion con condiciones controladas de temperatura
(22 £ 2°C) y humedad relativa (30-70 %), donde se invirtié su ciclo bajo condiciones estandar
de fotoperiodo (12 h luz/12 h oscuridad); por un lapso de siete dias de acondicionamiento, se
les permitié el consumo libre de agua purificada y de 20-30 g de pienso balanceado por dia
(Shayne, 2007). Todos los animales se mantuvieron de acuerdo con las recomendaciones
éticas de la Norma Oficial Mexicana de especificaciones técnicas para la produccion, cuidado

y uso de animales de laboratorio (NOM-062-Z0O0-1999).

3.2.2.2 Ratas Wistar hiperglucémicas. Las condiciones para su adaptacién previa
y el ambiente durante el experimento fueron iguales a las de las normales. Para inducir el
estado hiperglucémico, se administrd en una sola ocasion y por via intraperitoneal 50 mg/kg
de estreptozotocina (SIGMA > 75% as-anomer > 98% HPLC), farmaco que destruye de forma
progresiva e irreversible las células B del pancreas, con lo cual dejan de secretar insulina
(Bolzédn y Bianchi, 2002). Se consider6 que estas unidades experimentales presentaban
diabetes cuando después de dos dias de administrado el farmaco y con 12 h de ayuno, sus
niveles de glucosa sanguinea oscilaban entre 200 a 600 mg/dL; las mediciones de la glucemia

se realizaron con un glucémetro portéatil (ACCU-CHEK Performa®).

Para mantenerles el estado hiperglucémico a estas ratas, similar al de un paciente con
DM2 sin control terapéutico (200 a 300 mg/dL de glucosa), se les administré de una a cuatro
unidades de insulina humana is6fana de accién intermedia (100 Ul de origen ADN
recombinante, Pharma Life) cada 10 a 12 h, por via subcutanea, durante las 12 sem que duro el
experimento. Para establecer la dosificacion individual de insulina, a cada unidad

experimental primero se le midié la glucosa después de 12 h de ayuno y luego cada tres horas
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para verificar que su concentracion permaneciera dentro de los niveles establecidos, hasta

definir el nimero de unidades requerido para cada animal.

5.2.3 Dosificacién del jugo de tuna

Para establecer la dosis de jugo de tuna de cada variante que se administraria a las
unidades experimentales, se realizd un ensayo preliminar con ratas normales similares a las
descritas previamente. Con base en la cantidad de azdcares totales en el jugo de cada variante
de tuna (Zenteno et al., 2015), se eligieron las variantes con la mayor y la menor
concentracion de azUcares (Torreoja 13.46 % y Amarilla Monteza 11.91%). Estos dos jugos,
un jugo comercial de arandanos (Kirkland®) y agua, en dosis equivalente a 150, 300 y 450
mL calculadas para una persona sana de 65 kg de peso corporal y ajustadas al peso de cada
rata, fueron administrados via canula esofagica para generar curvas de tolerancia a la glucosa.
Para ello, la glucemia se midié con un glucémetro portatil (ACCU-CHEK Performa®,
Roche®) a los 0, 30, 60 y 120 min después de la administracion de los liquidos
correspondientes (n=3). Con base en los resultados de las curvas de tolerancia a la glucosa, se
selecciond la dosis de 300 mL, ya que a partir de los 60 min, la concentracion de glucosa
plasmatica en las ratas que recibieron los jugos de tuna fue similar a la de las ratas tratadas con
agua o jugo comercial; de esta manera se evitaron alteraciones metabolicas en las ratas

experimentales.

Una vez seleccionada la dosis, se calcul6 el volumen de jugo de tuna correspondiente a
cada animal, para lo cual se tomd como referencia el porcentaje de azUcares totales en el jugo
de cada variante de tuna, el peso del animal y los azlcares totales en la porcion recomendada

del jugo comercial de ardndano (Kirkland®). Asi, se evitd alterar los niveles normales de

95



glucemia en las ratas sanas, pues los azucares simples impactan de inmediato los niveles de

glucosa plasmatica.

5.2.4.1 Glucosa. Al respecto se usd el método de glucosa oxidasa (GOD) (Trinder,
1969); la glucosa es oxidada en presencia de GOD, y el peréxido de hidrégeno formado,
reacciona en presencia de peroxidasa con fenol y 4 aminoantipirina para formar un complejo
rojo-violeta de quinona, el cual se midié espectrofotométricamente (EXCEL Chemistry
Analyzer, STANBIO®, USA). La intensidad de color es proporcional a la concentracion de
glucosa. Para ello se utilizaron Kits enzimaticos comerciales, de acuerdo con las indicaciones

del fabricante (STANBIO®, Glucosa Liquicolor®, USA), y controles BIO-RAD®.

5.2.4.2 Colesterol total. Su cuantificacion en el suero se basdé en el método de la
colesterol esterasa (CE) (Trinder, 1969; Allain et al., 1974). La CE hidroliza los ésteres para
originar colesterol libre y acidos grasos. El colesterol libre asi producido mas el colesterol
preformado se oxidan en presencia de colesterol oxidasa para dar colest-4-en-3ona y peroxido
de hidrégeno. Un cromdgeno de quinonaimina, con absorcion maxima de 500 nm, se produce
cuando el fenol se acopla oxidativamente con 4 aminofenazona, en presencia de peroxidasa
con peroxido de hidrogeno. La intensidad del color rojo final es proporcional a la
concentracion total de colesterol, y se midié en un espectrofotdmetro (EXCEL Chemistry
Analyzer, STANBIO®, USA) utilizando kits enziméaticos comerciales, de acuerdo con las
indicaciones del fabricante (STANBIO®, Glucosa Liquicolor®, USA), y controles BIO-

RAD®.

5.2.4.3 Colesterol asociado a lipoproteinas de alta densidad (cHDL). Para las
estimaciones de este compuesto se utilizd el método Stanbio Colesterol HDL Directo

LiquiColor® (STANBIO®, USA), el cual mide directamente la concentracion de colesterol
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HDL en el suero sanguineo (Warnick y Wood, 1995). Este método emplea un sistema de dos
reactivos; el primer reactivo (R1) contiene una combinacion de detergentes y compuestos del
acido fosfdrico organico e inorganico, los cuales se unen especificamente a LDL, VLDL y
quilomicrones, liberando y exponiendo asi las particulas de cHDL,; el segundo reactivo (R2)
contiene enzimas que reaccionan con el colesterol HDL presente en la muestra.
Consecuentemente, solo el colesterol cHDL es el que se cuantifica. Con dichos reactivos se
genera un complejo de color violeta, el cual se midio espectrofotométricamente (EXCEL
Chemistry Analyzer, STANBIO®, USA). La intensidad del color es directamente
proporcional a la concentracion de colesterol cHDL. Se trabajé con el kit enzimatico

comercial segun las indicaciones del fabricante y controles BIO-RAD®.

5.2.4.4 Triglicéridos. En este caso se usé el método descrito por Buccolo y David (1973)
y Fossati y Prencipe (1982). Estos lipidos al incubarse con lipoproteinlipasa liberan glicerol y
acidos grasos. El glicerol es fosforilado en glicerolfosfato deshidrogenasa (GPO) y ATP, en
presencia de glicerol quinasa, para producir glicerol-3-fosfato (G3P) y adenosina-5-difosfato
(ADP); el G3P es entonces convertido a dihidroxiacetona fosfato y peroxido de hidrégeno por
la GPO. Al final, el peréxido de hidrdgeno reacciona con 4 aminofenazona y p-clorofenol,
reaccion catalizada por la peroxidasa, dando una coloracion roja-naranja, la cual se midio6
espectrofotométricamente (EXCEL Chemistry Analyzer, STANBIO®, USA). La intensidad
de dicho color es proporcional a la concentracion de triglicéridos en el suero. Se utilizo el kit
enzimatico comercial, de acuerdo con las indicaciones del fabricante (SPINREACT®, Espafia)

y controles BIO-RAD®.
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5.2.4 Disefio experimental, tratamientos, variables evaluadas y analisis
estadisticos
El disefio experimental fue completamente aleatorio, con 22 tratamientos y seis
repeticiones. Los tratamientos resultaron de la combinacion de los factores y niveles
siguientes: a) estado de salud de las ratas (glucostaticas e hiperglucémicas), y b) alimento

liquido (jugo de cada una de las 10 variantes y agua).

El periodo experimental fue de 12 sem, durante las cuales los jugos y el agua se
suministraron a las ratas una vez al dia, al iniciarse el periodo de oscuridad, en ayunas, por via
oral con canula esofégica, e inmediatamente después se les proporcionaron 30 g de alimento.
Al iniciar la fase experimental y luego cada 15 d durante todo el estudio, y con 12 h de ayuno
previo, las ratas se pesaron y se les extrajo sangre de la vena caudal para obtener las muestras
individuales de suero. Las muestras de suero sanguineo se almacenaron a -20 °C hasta su
andlisis en laboratorio para estimar los niveles de glucosa, colesterol total, HDL y

triglicéridos, como se detall6 previamente.

El andlisis estadistico de la ganancia de peso y las variables bioquimicas consistio en
analisis de variacion conforme a un disefio completamente al azar y una comparacion mdaltiple

de medias de Tukey con el paquete estadistico SAS V.9 (SAS Institute, 2002).

5.3 Resultados y discusion

5.3.1 Efecto de los jugos de tuna en el peso de las ratas
En el Cuadro 5.14 se muestra el peso inicial y final registrado en las ratas glucostaticas e

hiperglucémicas. Todos los cambios fueron positivos, es decir, no se present6 pérdida de peso
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con ninguno de los tratamientos. La mayor ganancia de peso se registrd en los animales con
hiperglucemia que recibieron el jugo de Pico Chulo, cabe sefialar que estos jugos presentaron
el mayor contenido de &cido ascorbico y compuestos fendlicos totales de las 10 variantes
evaluadas, y también fueron los unicos donde se registro la presencia de acido protocatéquico
(Articulo 2). Se ha demostrado que este acido fenolico disminuye el estrés oxidativo al inhibir
el sistema enzimatico NADPH oxidasa, complejo multiproteico encargado de producir

radicales libres, principalmente el radical superoxido (Cascales, 2005).

Con base en la comparacion multiple de medias, el segundo grupo de tratamientos que se
conformd por animales con hiperglucemia que recibieron jugo de las tunas Pico Chulo,
Cardona, Tapona, Tapon Rojo, Torreoja y Rojo Peldn; las tunas de estas variantes, excepto
Pico Chulo, son rojas. Pico Chulo y Torreoja son variantes cultivadas y el resto pertenecen a
incluidas en las especies con menor grado de humanizacién (O. strpetacantha y O. robusta).
Cabe destacar que la ganancia de peso de las ratas que recibieron el jugo de Tapén Rojo,
hiperglucémicas y glucostéaticas, fue estadisticamente igual (P<0.05). El jugo de esta variante
presentd el mayor contenido de fibra soluble y fructosa de las 10 variantes estudiadas; este
monosacarido impacta en menor grado el metabolismo energético y la ganancia de peso.
Luego, se agruparon los tratamientos con ratas tanto glucostaticas como hiperglucémicas que
recibieron el jugo de Tapén Rojo, Torreoja, Rojo Pelén, Sangre de Toro y Blanca, lo cual
indica que estos jugos evitaron la pérdida de peso en las ratas hiperglucémicas,a pesar del
estado metabolico disfuncional de la DM2. En este grupo de tratamientos vuelven a
predominar las variantes con tunas de color rojo, aunque destaca la presencia de la variante

Blanca, posiblemente porque es uno de los jugos con mayor contenido de fructosa y fibra

99



soluble. En este grupo se encuentran también dos variantes de las especies con menor grado de

humanizacién: Cardona y Charola.

Cuadro 5.14 Peso (g) inicial (Pl) y final (PF) de ratas glucostaticas (GS) e
hiperglucémicas (HG) suplementadas con jugos de 10 variantes de tunas (Opuntia spp.).

Tratamiento Pl PF

Pico chulo™ HG 3058 3942 A B

Cardona’ HG 3005 359.3 B |C

Tapona® HG 301.3  358.0 B |C |D

Tapén Rojo® GS 3180 347.2 B |C |D |E
Tapén Rojo® HG 266.8 341.8 B |[C |D |E |F
Torreoja' HG 289.2 327.8 B |[C |D|E |F |G
Agua HG 2835  326.0 B |[C |DIE |F |G
Rojo Pelén* HG 299.7 325.0 B |[C |DIE |F|G
Amarilla Monteza' HG 2748 3220 C D IE |F |G
Torreoja' GS 249.2  309.2 C D |E |F |G
Sangre de Toro' GS 283.5 306.3 C [D |[E |[F |G
Rojo Pelén® GS 2735  305.0 C D |[E |[F |G
Charola’® GS 2325 3017 C D |[E |F |G
Sangre de Toro' HG 280.7 299.0 C [D |[E |F |G
Tapona® GS 230.0 2975 C D IE |F |G
Blanca® GS 218.3 2917 C D [E |F |G
Blanca® HG 293.3 28938 D [E |F |G
Pico Chulo' GS 2325  286.7 D E |F |G
Charola® HG 279.2 2845 E F |G
Agua GS 1875 2733 F |G
Cardona® GS 2133  270.8 F |G
Amarilla Monteza® GS 187.5  260.0 G |H

'0. megacantha; “O. streptacantha; O. robusta; “O. ficus-indica; O. albicarpa;; °O.

streptacantha spp. aguirrana;
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En general, podemos observar que las ratas glucostaticas que recibieron jugo de tuna ganaron
menos peso. Estos resultados concuerdan con los obtenidos por Trejo et al. (1996), Fernandes
et al. (2009) y Fatma y Hassan (2011), quienes suministraron jugo de tuna de O. fuliginosa y
de O. ficus indica a ratas sanas y observaron una ganancia de peso menor que la de las ratas

sanas que no recibieron jugo de tuna.

5.3.2 Efecto de los jugos de tuna sobre indicadores metabolicos sanguineos
Debido a que la glucosa, el cHDL, el colesterol, y los triglicéridos se alteran durante el
desarrollo de la DM, y que ello permite reconocer el estado metabdlico de los individuos, se
realizaron andlisis de variacién para estos pardmetros. En el Cuadro 5.15 se muestran los
resultados del andlisis de varianza y la comparacion multiple de medias de Tukey. Las
mediciones se realizaron cada dos semanas, pero para propésitos de esta tesis solo se

presentan los datos iniciales y finales del periodo experimental de 12 sem.

La alteracidn en las concentraciones plasmaticas de glucosa es el parametro metabdlico mas
representativo en la DM2. Las ratas hiperglucémicas que recibieron agua presentaron los
niveles plasmaticos de glucosa mas elevados, lo cual era de esperarse por su condicién de
salud. En todas las ratas con hiperglucemia, excepto en las que recibieron el jugo de Sangre de
Toro se presentd un incremento de glucosa plasmatica, aunque con los jugos de Blanca,
Charola, Rojo Pelén y Tapona puede observarse una tendencia a disminuir la glucosa
plasmaticas hasta valores dentro de la amplitud normal para ratas Wistar, esto es, de 98 a 152

mg/dL™ (Bolani, 1990).

La concentracion de glucosa plasmatica de las ratas glucostaticas que recibieron los jugos se

encuentran dentro de la amplitud normal de referencia.

101



Cabe destacar que las ratas hiperglucémicas que recibieron el jugo de la variante Sangre de

Toro presentaron concentraciones plasmaticas de glucosa estadisticamente iguales (P<0.05) a

Cuadro 5. 15 Efecto de los jugos de tuna sobre parametros metabolicos

Glucosa cHDL Colesterol Triglicéridos
Trat. Media Trat. Media Trat. Media Trat. Media
AG® 2930 a BC® 689 a RP? 1120 a CA®> 2428 a
TO? 2315 ab CH®* 672 ab BC' 1042 ab CH? 2280 ab
TR?> 2227 ab CA® 649 abc TO?> 925 abc PC? 201.1 abc
AM? 2115 ab PC* 636 abc2 TR?®  90.3 abcd AM? 191.1 abc
PC? 1749 ab AG' 60.3 abc2e RP' 884 abcd AG® 186.6 abc
CA? 1683 ab AG? 602 abc2e AM! 817 abcde BC? 1788 abc
BC? 1586 ab AM' 547 abc2ef TR' 758 abcde BC! 156.5 abc
CH? 1558 ab AM? 491 abc2efg CH®> 752 abcde AG' 110.3 abc
RP? 151.1 ab ST? 444  bc2efgh ST*  68.8 becdef TR!  108.4 abc
TA? 1453 ab TR' 430 c2efgh CA*> 68.1 bcdef TA?  97.2 abc
AM! 1414 b RP* 430 c2efgh AG' 644 bedef RPY 951 abc
RP' 1405 b TO® 411 c2efgh TA'  63.0 bedef TR? 947 abc
ST? 1270 b sST! 40.6  2efgh TA> 605 cdef AM! 835 bc
AG' 1256 b TA' 374 efgh ST>  59.8 cdef ST* 810 hc
ST* 1242 b CA' 343 fgh TO*  58.2 cdef TO* 792 bc
TR! 1213 b RP? 337 fgh PC>  56.5 cdef TO' 754  bc
TO' 1166 b BC' 332 fgh PC'  55.9 cdef TA> 743 bc
TA! 1153 b PC' 318 fgh BC? 547 cdef CH' 674 c
BC' 1144 b TA*? 294 gh AM*> 50.3 def ST>  66.8 c
pc! 1050 b CH! 271 gh AG*> 498 def PC'  60.6 c
CA' 1035 b TO' 267 gh CA? 432 ef RP?  57.8 c
CH' 971 b TR®* 249 h CH' 335 f CA' 538 c
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n=6, cHDL= lipoproteinas de alta densidad, *Glucostatica, *Hiperglucémica, AG= agua, RP=
rojo pelén, BC= blanca, AM= amarilla monteza= PC= pico chulo, TO= Torreoja, ST= sangre

de toro, CA= cardona, CH= charola, TA= tapona, TR= tapon rojo

las de las ratas glucostaticas que recibieron este jugo. Esto puede deberse ya que esta variante
fue la que presentd: a) la menor cantidad de azlcares; b) el mayor contenido de compuestos
fendlicos totales, los cuales disminuyen la absorcion de carbohidratos y modulan enzimas
involucradas en el metabolismo de la glucosa (Chun et al., 2007; Ovaskainen et al., 2008); c)
una cantidad importante de fibra soluble, la cual mejora los estados de hiperglucemia al
reducir riesgos cardiovasculares, el peso corporal y la sensibilidad de los receptores de
insulina (Weickert et al., 2006; Qi et al., 2006). A pesar de que en los jugos de esta variante la
concentracion de flavan 3-oles es moderada, estos jugos de Sangre de Toro presentaron la
mayor cantidad de procianidina b, la cual inhibe la biosintesis de lipidos (Vidal et al., 2005),
disminuye la biosintesis y secrecién de apolipoproteinas, y evita la esterificacion del colesterol
y la produccién de lipoproteinas (Sugiyama et al., 2007); ademas, estos jugos tienen
cantidades intermedias de betalainas, &cido ascérbico y manifiestaron una buena capacidad

antioxidante (Zenteno etal., ).

En general, los polifenoles ejercen efectos favorables sobre el sistema cardiovascular en
individuos diabéticos, lo cual probablemente se debe a que regulan el metabolismo de los
lipidos y de las apolipoproteinas (Vidal et al., 2007), y a que estimulan la secrecién de insulina

(Bahadoran et al., 2013).

cHDL
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Las ratas hiperglucémicas que recibieron el jugo de las variantes Blanca, Charola, Cardona,
Pico Chulo y Amarilla presentaron la concentracion mas alta de cHDL, al igual que las
glucostaticas que recibieron Agua y jugo de Amarilla. Una disminucion de cHDL por debajo
del valor de referencia se observd en las ratas glucostaticas que recibieron los jugos de
Tapona, Cardona, Blanca, Pico Chulo, Charola y Torreoja. En las ratas hiperglucémicas se
presentd esta misma tendencia sélo con los jugos de Rojo Peldn, Tapona y Tapdn Rojo. Este
efecto, como se sefialé anteriormente, este resultado puede deberse a la inhibicion que generan

los polifenoles sobre la sintesis de apolipoproteinas.
Colesterol

Otro metabolito que se altera en estados de hiperglucemia es el colesterol, pero con ninguno
de los tratamientos se sobrepasaron los valores de referencia (52-119 mg dL™*) (Bolani, 1990).
Los polifenoles son capaces de reducir la digestion y absorcion de los lipidos, y las
procianidinas tienen un efecto inhibitorio sobre la lipasa pancreatica y la absorcion de
triglicéridos (Bahadoran et al., 2013). Las ratas hiperglucémicas que recibieron el jugo de la
variante Rojo Peldn presentaron los niveles mas altos de colesterol, seguidos por los

correspondientes a los jugos de Torreoja, Tapon Rojo y Charola.

Cabe destacar que las ratas glucostaticas y las hiperglucémicas que recibieron los jugos de
Sangre de Toro, Tapona, Pico Chulo y Cardona presentaron niveles de colesterol similares.
Todas, excepto Pico Chulo (amarillo-naranja), son rojas, y su contenido en fenoles fue de los
mas elevados en las variantes estudiadas (Sangre de Toro>Tapona>Pico Chulo>Cardona);
ademas en sus jugos esta presente el acido siringico (Sangre de Toro y Pico Chulo) y otros

acidos fendlicos, como catequinma y epicatequina, y Tapona tuvo la mayor cantidad de flavan
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3-oles y de betalainas totales. Otra caracteristica que comparten estas variantes es la presencia
de cantidades importantes de fibra soluble. Como ya se menciond anteriormente, estos

compuestos influyen directamente en el metabolismo de los lipidos.

Triglicéridos

Con respecto a los triglicéridos, las ratas hiperglucémicas que recibieron jugo de Cardona
presentaron los valores mas elevados de esta biomolécula, lo cual puede deberse a que
contiene pocos fenoles y flavan 3-olesy la mayor cantidad de azUcares totales, y comparado
con las otras variantes estudiadas su cantidad de betalainas es baja. Cabe sefialar que las ratas
glucostaticas que recibieron este jugo fueron las que presentaron la menor concentracion de
triglicéridos. En general, se observo una disminucion significativa en la concentracion de estos
lipidos en las ratas hiperglucémicas que recibieron los jugos de Blanca, Tapon Rojo, Torreoja,

Tapona, Sangre de Toro y Rojo Pelon.

So6lo con los jugos de Cardona, Charola, Pico chulo y Amarilla los niveles de triglicéridos

estuvieronestan por encima de los valores de referencia.

Las ratas glucostaticas que recibieron el jugo de Blanca, Tapon Rojo, Tapona, Rojo peldn,
Amarilla, Sangre de Toro, Torreoja, Charola, Pico Chulo y Cardona presentaron
concentraciones de triglicéridos plasmaticos dentro de los rangos considerados como
normales. Estos resultados son similares a los registrados por Abdallah (2008) al administrar
el jugo de tunas de O. dillenii a ratas sanas, sin cambios significativos en su concentracion. Lo
mismo observaron Fatma y Hassan (2011) al administrar el jugo de O. ficus-indica. Li et al.

(2005) mostraron que Opuntia spp. puede regular los niveles de lipidos tanto en ratas sanas
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como en ratas con hiperlipidemia, con efectos méas notorios en las ratas hiperlipidémicas que

en las normales.

5.4 Conclusiones
El consumo cotidiano de jugo de tuna puede favorecer la prevencion y coadyuvar a la
regulacion del sindrome metabolico, pues presenta diversas cualidades propias de los

alimentos funcionales.
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6.- Discusion general

Multiples han sido los estudios que muestran un efecto del consumo de Opuntia
principalmente el cladodio, y actualmente se genera un interés por conocer las propiedades y
efecto del jugo de tuna por los metabolitos secundarios que presenta (Frati et al., 1990; Frati
el al., 1992; Fernandez et al., 1990; Trejo-Gonzalez et al., 1996; Butera et al., 2002; Kuti et
al., 2004 y Serra et al., 2013). En nuestro estudio y con base la bibliografia seleccionamos los
compuestos de mayor importancia que impactan en la salud de pacientes sanos o diabéticos

para identificar cuéles de ellos podria estar ejerciendo efecto en ratas sanas y diabéticas.
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Se evalud la concentracion de carbohidratos, y todas las variantes presentaron
concentraciones distintas de las azucares en las cuales predomind la glucosa y en menor
proporcion la fructosa lo cual coincide con Kuti y Galloway (1994), El Kossori et al. (1998) y
Gurrieri et al. (2000). La fibra soluble (mucilago y pectina) también presentaron
concentraciones estadisticamente diferentes tanto en variantes silvestres como cultivadas con
el predominio de mucilago en todas ellas. Las variantes con mayor concentracion de fibra

soluble (Charola y Torreoja) fueron las mas prometedoras para reducir los niveles de glucosa.

Por otro lado, fue importante identificar los compuestos antioxidantes que se sabe pueden
ayudar a disminuir el impacto en pacientes diabéticos debido al estrés oxidativo al que se
someten. Estos fueron &cidos fendlicos, flavan-3-oles, acido ascérbico y betalainas, por su
capacidad de neutralizar radicales libres donando electrones y un consumo adecuado de estos
ayuda a disminuir el estrés oxidativo y por lo tanto mejorar la salud en pacientes diabéticos
(Avello y Suwalsky 2006; Nufiez, 2011; Feugang et al., 2006 ). Aquellos jugos que
presentaran una mayor capacidad antioxidantes serian los mas prometedores a disminuir los
efectos causados en la diabetes. Los jugos con mayor capacidad antioxidante fueron Sangre de
toro en el cual predomina el acido siringico y procianidina B2; Cardona que presenta la mayor
concentracion de &cido galico; en Tapona predomina el acido elagico, Flavan 3-oles y
betalainas) y en el jugo de Tapén Rojo predominan las betalainas y el acido ascérbico. La tuna
rojo pedn es la que presenta mayor concentracion de acido ascorbico sin embargo no tiene una
capacidad antioxidante tan elevada como las anteriores por ser pobre en los restantes

antioxidantes cuantificados.

Con base en la bibliografia y las concentraciones registradas, el consumo de hasta cuatro

porciones de estos jugos al dia, no afectaria los niveles de glucemia en pacientes sanos o
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diabéticos. Este efecto se puedo comprobar donde estadisticamente no hubo un aumento de
glucosa en ninguno de los tratamientos; sin embargo en el caso de la variante sangre de toro

que es rica en fibra soluble existié una disminucion significativa.

El jugo de cada variante analizada presenté proporciones diferentes de cada uno de los
compuestos cuantificados (carbohidratos y antioxidantes) por lo que se esperaban resultados
distintos con cada tratamiento. A continuacion se describe el efecto de los jugos respecto a las
variables de glucosa, HDL, colesterol y triglicéridos al finalizar las 12 semanas de tratamiento

en ratas sanas y diabéticas.

Efecto del consumo de jugo de tuna Rojo peldn (Opuntia ficus-indica). Los valores
de glucosa fueron estadisticamente iguales en el grupo sano tratado con jugo o agua Yy
diabético tratado con jugo o agua, por lo tanto el jugo no afecta los valores de glucemia. En
cuanto HDL, colesterol y triglicéridos tampoco se encontré efecto del tratamiento. Estos
resultados pueden ser debidos a la concentracion alta de pectina que impide una alta absorcion

de carbohidratos.

Es muy pobre en antioxidantes a pesar de ser el mas rico en acido ascorbico.

Efecto del consumo de jugo de tuna Blanca (Opuntia albicarpa). En cuanto a
glucosa este tratamiento no altera los niveles de glucemia en pacientes sanos o diabéticos a
pesar de ser la tuna que presenta la mayor concentracién de fructosa y posiblemente quien
este regulando la absorcion de los azucares sea la fibra soluble presente en esta variante que
presenta los valores méas altos. Respecto al HDL en ratas diabéticas a pesar de no ser
estadisticamente diferentes a las de agua diabéticas hay una tendencia al aumento de los

niveles de HDL. También se puede observar un aumento estadisticamente significativo al
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comparar sanas y diabéticas y estds ultimas presentaron valores mas altos. En cuanto al
colesterol no hubo diferencia estadistica. El jugo no afecta los niveles de triglicéridos a pesar
de presentar una alta concentracion de fructosa y esta impacta en el metabolismo de los

triglicéridos.

Efecto del consumo de jugo de tuna Amarilla Montesa (Opuntia megacantha). El jugo de
tuna amarilla no aumenta los valores de glucosa, HDL, colesterol y triglicéridos en ratas sanas

o diabéticas, manteniéndose en parametros normales comparado con el tratamiento de agua.

Estos resultados pueden ser debidos a los metabolitos que presenta este jugo por la diversidad
de compuestos que entre unos Yy otros evitan un desbalance en las variables estudiadas asi por
ejemplo, a pesar de ser un jugo con fructosa alta a diferencia de los restantes jugos estudiados,
presenta una muy buena concentraciéon de fibra soluble que posiblemente este limitando la
absorcion de estos azUcares y las bajas concentraciones de antioxidantes no son suficientes
para mostrar un efecto a pesar de contener multiples antioxidantes pero en concentraciones

muy bajas.

Efecto del consumo de jugo de tuna Pico Chulo (Opuntia megacantha). No hay diferencia
significativa pero si una tendencia a la diminucion de la glucosa en ratas sanas y diabéticas. El
HDL se vio disminuido en ratas sanas suplementadas con jugo por &cido protocatéquico. El

colesterol y triglicéridos no se alteraron por el consumo del jugo en ninguno de los grupos.

Este jugo que presento la concentracion més alta de compuestos fenolicos, y es el Unico que

presento acido protocatéquico.
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Efecto del consumo de jugo de tuna Torreoja (Opuntia megacantha). En la variable
glucosa no se incrementa los valores de glucemia. Respecto al HDL en las ratas sanas

suplementadas con jugo disminuy6 en comparacion con las de agua.

Se vio aumentado el colesterol de manera significativa en ratas diabéticas suplementadas con

el jugo.

Existio una tendencia a la disminucién de triglicéridos sin encontrar diferencia. Esta tendencia

puede ser debido a la concentracion de fibra soluble.

No se detecto &cido siringico.

El &cido galico previene la lipoperoxidacion.

Efecto del consumo de jugo de tuna Sangre de toro (Opuntia megacantha). En esta
variante hubo efecto del tratamiento para la variable glucosa, la cual disminuyo en ratas
diabéticas suplementadas con jugo en comparacion a las diabéticas tratadas con agua. No
altera HDL, colesterol, hay una tendencia a la diminucion de triglicéridos en ratas sanas y

diabéticas tratadas con el jugo sin embargo no hay diferencia estadistica.

Este jugo presenta el valor mas alto compuestos fenolicos totales, de &cido siringico y
procianidina B2. La fibra soluble es de las variantes mas bajas. Muy baja en azlcares. La baja

concentracion de azucares hace que no se eleven triglicéridos.

Efecto del consumo de jugo de tuna Cardona (Opuntia streptacantha).

Las proporciones de azlcares del jugo Cardona no afecta los niveles de glucosa en ningln

tratamiento. Disminuye HDL en sanas. No altera los valores de colesterol.
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Es un jugo que presenta concentraciones altas en azlcares totales respecto al resto de los
tratamientos pero también presenta de las concentraciones altas de mucilago y pectina y alto

en capacidad antioxidante.

Efecto del consumo de jugo de tuna Charola (Opuntia streptacantha spp. aguirrana).

Hay una tendencia a la disminucion de la glucosa sin llegar a existir una diferencia

significativa.

Disminuyo HDL en sanas.

No existio efecto del tratamiento para las variables colesterol y triglicéridos.

No altera de manera significativa los valores de colesterol.

Es una jugo que tiene los valores més altos en cuanto a fibra soluble y acido galico, acido
elagico; catequina y procianidina B1 y B2. Es la més baja en antioxidantes pero con capacidad

aox. ABTS.

Efecto del consumo de jugo de tuna Tapona (Opuntia robusta).

Las proporciones de azucares no afectan los niveles de glucosa y hay una tendencia a la

disminucidn de esta pero sin encontrar diferencia estadistica

HDL disminuyo en las diabéticas con jugo y ese mismo patron se presento para las sanas.

En colesterol y triglicéridos no altera los valores al ser iguales que los tratamientos con agua.

Los azUcares mas bajos. Este jugo tiene pectina, y tanto las concentraciones como la capacidad

antioxidante mayor.

116



Efecto del consumo de jugo de tuna Tapén rojo (Opuntia robusta).

En cuanto a glucosa, colesterol y triglicéridos no hubo efecto del tratamiento. Los valores de
HDL fueron diferentes entre las diabéticas, donde la suplementada con jugo tuvo los valores

mas bajos que la de agua diabética.

Este jugo presenta concentraciones altas de azUcares respecto a las otras variantes y su

capacidad antioxidante es de las maés altas.
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7.- Conclusiones generales

Existe una marcada diferencia entre las concentraciones de carbohidratos y antioxidantes
presentes en las distintas variantes silvestres o cultivadas. Estas diferencias permitieron
obtener diversas respuestas en el grupo sano y diabético. La respuesta a la administracién de
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jugo de la variante Rojo Peldén no afectdé los parametros metabolicos en ratas sanas y
diabéticas; el jugo de tuna Blanca puede aumentar los niveles de HDL en ratas diabéticas sin
alterar los valores de colesterol o triglicéridos; el jugo de tuna amarilla no altera los niveles de
glucosa, HDL, colesterol y triglicéridos en ratas macho sanos o diabéticos; el jugo te tuna pico
chulo disminuye los valores de HDL,; el jugo de tuna Torreoja aumenta colesterol el ratas
diabéticas; el jugo de tuna Sangre de Toro disminuye glucosa y hay una tendencia a disminuir
triglicéridos sin alterar HDL vy colesterol; el Jugo de tuna Cardona y Charola, Tapona y Tapon

rojo disminuye HDL en ratas sanas sin alterar glucosa, colesterol o triglicéridos.
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