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RESUMEN

La jiotilla (Escontria chiotilla) y la pitaya de mayo (Stenocereus pruinosus), son frutos
endémicos de México. Una alternativa para incrementar el aprovechamiento de estos frutos
consiste en la extraccion y caracterizacion de sus compuestos funcionales tales como
betalainas y compuestos fendlicos. La extraccion es el proceso principal en la obtencion de
los compuestos, sin embargo, debido a que existen diferentes factores que afectan este
proceso es importante establecer el método de extraccion y condiciones que permitan obtener
el mayor contenido de compuestos. El interés sobre estos compuestos deriva de las
actividades funcionales que han sido reportadas siendo la capacidad antioxidante una de las

mas estudiadas.

Para el desarrollo del presente trabajo se realizé inicialmente la caracterizacion fisicoquimica
de frutos de pitaya de mayo Yy jiotilla mediante la determinacién del contenido de sdélidos
solubles totales, pH, humedad, acidez titulable, betalainas y compuestos fendlicos.
Posteriormente, se evalué el efecto de diferentes factores en la extraccion de los compuestos
funcionales y la determinacion de la capacidad antioxidante in vitro por los métodos de ABTS
y DPPH empleando tecnologias de extraccion convencional (maceracién con agitacion) y no
convencional (ultrasonido y ultrasonido-microondas) con el objetivo de establecer las
condiciones de extraccion que permitieran obtener el mayor contenido de los compuestos con
la mayor capacidad antioxidante. Ademas, en los extractos obtenidos utilizando tecnologia
convencional se identificaron por HPLC algunas betacianinas, betaxantinas y compuestos
fendlicos presentes en los extractos de jiotilla y de pitaya de mayo. Finalmente, se determiné
el efecto del extracto de jiotilla obtenido convencionalmente en la resistencia al estrés térmico,
al estrés oxidante y al estrés con radiacion ultravioleta, asi como en el periodo de vida, la
fertilidad y la movilidad en el nematodo Caenorhabditis elegans, un modelo invertebrado
multicelular que ha sido empleado con dicha finalidad. Se seleccion6 el extracto de jiotilla
debido que es un fruto que se ha considerado una posible fuente alternativa de las betalainas,

ademas, no se habia reportado ensayos en modelos in vivo con extractos de este fruto.

Los resultados mostraron que el método de extraccion afectd el contenido de compuestos
funcionales y la capacidad antioxidante in vitro de los extractos de jiotilla y pitaya de mayo. La
extraccién por maceracién con agitacion presentdé mayor cantidad de los pigmentos, de
compuestos fendlicos totales y mayor capacidad antioxidante en los extractos de pitaya de

mayo. Mientras que la extraccion de ultrasonido incrementé el contenido de compuestos



fendlicos totales y mayor capacidad antioxidante de frutos de jiotilla y la extraccion
convencional de maceracion con agitacién permitié obtener el mayor contenido de betalainas
en estos frutos. El contenido de los compuestos funcionales fue mayor en los frutos de jiotilla
que en pitaya de mayo. El andlisis por HPLC de los extractos etandlicos obtenidos por
maceracién con agitaciébn permitié identificar las betacianinas betanina e isobetanina, las
betaxantinas vulgaxantina |, indicaxantina e isoindicaxantina y compuestos fendlicos como el
acido galico en extractos de ambos frutos. Finalmente, la evaluacién de la actividad funcional
del extracto etandlico de jiotilla mostr6 que este aumentd la resistencia al estrés oxidante y al
estrés térmico, asi como el tiempo de supervivencia media de Caenorhabditis elegans sin
afectar sus funciones de fertilidad y de movilidad. Estos resultados son los primeros reportes
del efecto protector del extracto de jiotilla en el modelo del nematodo Caenorhabditis elegans
sometido a distintos tipos de estrés. El efecto del extracto en el nematodo se atribuye

principalmente a las betaxantinas y compuestos fendlicos presentes.



ABSTRACT

Jiotilla (Escontria chiotilla) and pitaya de mayo (Stenocereus pruinosus) are endemic fruits from
Mexico. An alternative to stimulate the utilization of these fruits is the extraction and
characterization of their functional compounds such as betalains and phenolic compounds. The
extraction is the main process to obtain these compounds; however, since there are different
factors that affect this process, it is important to establish the extraction method and conditions
that allow obtaining the highest content of compounds. The interest in these compounds
derives from the functional activities that have been reported, being the antioxidant capacity

one of the most studied.

In this work, the physicochemical characterization of pitaya de mayo and jiotilla fruits was
initially carried out by determining the content of total soluble solids, pH, moisture content,
titratable acidity, betalains and phenolic compounds. Then, the effect of different factors on the
extraction of functional compounds and the determination of antioxidant capacity in vitro by
ABTS and DPPH methods were evaluated using conventional (maceration with agitation) and
non-conventional extraction technologies (ultrasound and ultrasound-microwave), to establish
the extraction conditions that would allow obtaining the highest content of compounds and
antioxidant capacity. In addition, in the extracts obtained using conventional technology, some
betacyanins, betaxanthins and phenolic compounds present in the extracts of jiotilla and pitaya
de mayo were identified by HPLC. Finally, the functional effect of conventionally obtained jiotilla
extract on resistance to heat stress, oxidative stress and ultraviolet radiation stress, as well as
on life span, fertility and motility in the nematode Caenorhabditis elegans, a multicellular
invertebrate model that has been used for this purpose, was determined. Jiotilla extract was
selected because it is a fruit that has been considered a possible alternative source of betalains,

and in vivo model assays with extracts of this fruit had not been reported.

The results showed that the extraction method affected the content of functional compounds
and the in vitro antioxidant capacity of jiotilla and pitaya de mayo extracts. Extraction by
maceration with agitation showed higher amounts of pigments, total phenolic compounds and
higher antioxidant capacity in pitaya de mayo extracts. While the ultrasound extraction
increased the content of total phenolic compounds and greater antioxidant capacity of jiotilla
fruits and the conventional extraction of maceration with agitation allowed obtaining the highest

content of betalains in these fruits. The content of functional compounds were higher in jiotilla



fruits than in pitaya de mayo. HPLC analysis of ethanolic extracts obtained by shaking
maceration allowed the identification of betacyanins such as betanin and isobetanin,
betaxanthins like vulgaxanthin |, indicaxanthin and isoindicaxanthin, and phenolic compounds
such as gallic acid in extracts of both fruits. Finally, the evaluation of the functional activity of
the ethanolic extract of jiotilla showed that it increased the resistance to oxidative stress and
heat stress, as well as the mean survival time of Caenorhabditis elegans without affecting its
fertility and motility functions. These results are the first reports of the protective effect of jiotilla
extract on the model nematode Caenorhabditis elegans subjected to different types of stress.
The effect of the extract on the nematode is mainly attributed to the betaxanthins and phenolic
compounds present.



Abreviaturas

BC: Betacianinas

BX: Betaxantinas

BET: Betalainas totales

EAG: Equivalentes de acido gélico

d: Dia

pf: Peso fresco

ps: Peso seco

tr: Tiempo de retencién

TFA: Acido trifluoroacético

CFT: Compuestos fendélicos totales
UAE: Extraccion asistida por ultrasonido
UMAE: Extraccion asistida por ultrasonido-microondas

UV: Ultravioleta
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procesos de extraccion convencional, extraccion asistida por ultrasonido y extraccion asistida

POr UltrasonidO/MICTOONUAS. .. ... e e e e e e e e e e et e e e e 79
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1. Introduccién

La pitaya de mayo (Stenocereus pruinosus) y la jiotilla (Escontria chiotilla), son frutos de
cactaceas provenientes de la Mixteca Oaxaquefa, Poblana y Guerrerense de México, éstos
se consumen frescos o procesados, en aguas, jugos, nieves, entre otros. Ademas de
proporcionar nutrientes, la pitaya y la jiotilla contienen compuestos antioxidantes, tales como
betalainas y compuestos fendlicos, que son de interés para la industria alimenticia, cosmética
y farmacoldgica (Luna Morales y Aguirre, 2001; Soriano-Santos et al., 2007; Garcia-Cruz et
al., 2013). Una alternativa para incrementar el aprovechamiento de estos frutos consiste en la
extraccion y caracterizacion de sus compuestos funcionales tales como betalainas y

compuestos fendlicos.

La extraccion es el proceso principal en la obtencion de los compuestos funcionales. Dicho
proceso esta influenciado por diferentes factores como la naturaleza quimica de los
compuestos, el tamafio de particula de la muestra, la presencia de sustancias interferentes,
asi como el método de extraccion (Stalikas, 2007). Entre los métodos de extraccién de
compuestos funcionales, se encuentran los métodos convencionales tales como la maceracion
o reflujo con el uso de diferentes disolventes, los cuales presentan como ventaja la simplicidad
de los equipos empleados para el proceso, sin embargo, estos métodos tienen menor
selectividad y eficiencia, ademas de requerir tiempos largos de extraccion y uso de grandes
cantidades de disolvente. Recientemente se han incluido técnicas emergentes 0 no
convencionales como la extraccion asistida por ultrasonido, por microondas, entre otros, que
ofrecen ventajas como mayor selectividad, mayor rendimiento y disminucién del tiempo de

extraccion (Oroian et al., 2015).

A pesar de que existen diferentes métodos para la obtencion de compuestos funcionales es
necesario establecer las condiciones 6ptimas del proceso de extracciéon de las betalainas y
compuestos fendlicos para cada matriz que los contiene, como los frutos de pitaya y de jiotilla

gue proporcionen un extracto con alto contenido de estos compuestos.

Una estrategia para evaluar la capacidad antioxidante de un extracto o compuesto es mediante
ensayos in vitro, que consisten en determinar la actividad de los extractos o compuestos frente
a sustancias cromogenas de naturaleza radical tales como 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH),
acido 2,2'-[3- etil benzotiazolin-6-sulfonico] (ABTS), entre otros (Kuskoski et al., 2005). Sin

embargo, estos métodos no reflejan las condiciones celulares fisiol6gicas, la absorcion, la
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biodisponibilidad y el metabolismo de los compuestos antioxidantes (Villa-Hernandez et al.,
2017), por lo gue se ha sugerido el estudio conjunto de ensayos in vitro e in vivo. El nematodo
C. elegans se ha propuesto como un buen modelo in vivo por poseer caracteristicas como facil
manejo en el laboratorio, tiene un tiempo de vida corto, su genoma ha sido completamente
secuenciado y tiene una alta similitud con el genoma de mamiferos (Martorell et al., 2011). C.
elegans se ha empleado para evaluar el efecto de extractos de origen vegetal y compuestos
puros en el periodo de vida, resistencia a distintos tipos de estrés, verificando ademas que
estos efectos no generen afectaciones en funciones fisiolégicas del nematodo como la

fertilidad y la movilidad.

El presente proyecto tuvo como objetivo evaluar el efecto de las tecnologias de extraccion
convencional y no convencional en la obtencién de compuestos funcionales de pitaya de mayo
y jiotilla, asi como evaluar la capacidad antioxidante in vitro de estos extractos de los frutos.
Ademas, se estudié en C. elegans el efecto in vivo de los extractos de los frutos de jiotilla,

debido al potencial como de este fruto como fuente alternativa de betalainas
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2. Marco teorico

2.1 Pitaya de mayo

La pitaya de mayo (Stenocereus pruinosus) es un cactus columnar de hasta 8 m de altura que
crece en zonas semiaridas de los estados de Oaxaca, Puebla, Chiapas, Veracruz, Tamaulipas
y Yucatan, en México (Parra et al., 2008), es una especie cultivada en huertos caseros
(Fujihara et al., 2021), y es una de las cactaceas mas cultivadas en el centro de México, ya
que sus frutos son comestibles y tienen el mayor valor econémico de todas las especies de

cactaceas columnares en la region (Parra et al., 2008; Parra, et al., 2012).

Los frutos son espinosos, de forma ovalada, con diametro ecuatorial entre 6-6.46 cm y
diametro polar entre 7.5- 8.7 cm, pesan entre 171-195 g, su pulpa presenta diferentes colores
segun la variedad es de color blanco, naranja, rosa, roja o purpura; con semillas de color negro
(Garcia-Cruz et al., 2016; Garcia-Cruz et al., 2021). La maxima produccion de este fruto en
México se presenta en los meses de abril y mayo (Luna Morales y Aguirre, 2001). En el Cuadro

1 se presenta la composicién quimica de Stenocereus pruinosus variedad roja.

Cuadro 1. Composicién quimica y andlisis proximal de pitaya de mayo Stenocereus pruinosus
tomado de Garcia-Cruz et al., 2013.

Variable Pitaya de mayo roja
o, Solidos solubles totales (°Brix) 93+1.1
Caracterizacion
quimica Acidez titulable (% &cido malico) 0.17 + 0.09
Humedad (%) 87.1+14
Carbohidratos (%) 10.2+0.24
Proteina (%) 1.3+0.05
Andlisis proximal
Fibra cruda (%) 0.67 £0.09
Cenizas (%) 0.63+£0.11
Acidos grasos (%) 0.12 + 0.001
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2.1.2 Compuestos bioactivos en pitaya de mayo

Garcia-Cruz et al. (2012), evaluaron el contenido total de betalainas (BET), betaxantinas (BX)
y betacianinas (BC) en pitaya roja y anaranjada procedentes del estado de Puebla. La pitaya
roja presenté mayor cantidad de BET (347 mg/100 g muestra seca), con BC (199.6 mg/100 g
muestra seca), mientras que la pitaya anaranjada tuvo un mayor contenido de BX (177.37
mg/100 g muestra seca). También se ha reportado el contenido de fenoles totales solubles en
las pitayas rojas y naranjas, siendo de 120 mg equivalentes de acido galico (EAG)/ 100 g peso
seco (ps) y 160 mg EAG/ 100 g de ps respectivamente. Es importante resaltar que el contenido
de polifenoles en la pitaya es comparable con la cantidad reportada en frutas que son fuente

de dichos compuestos funcionales como moras y arandanos (Garcia-Cruz et al., 2013).

En otro estudio sobre pitaya de mayo variedad naranja, proveniente de Puebla, se determiné
la concentracion total de BET, BC y BX, siendo de 234.59 mg/100 g ps, 207.78 mg/ 100g peso
seco, y 26.81 mg/100 g ps, respectivamente. Ademas, los investigadores reportaron que los
frutos presentaron una capacidad antioxidante de 48.80 umol Equivalente trolox/ g ps
(Rodriguez-Sanchez et al., 2017).

Se han identificado y cuantificado las betalainas de frutos de pitayas de mayo de las
variedades roja y naranja, mediante las técnicas de HPLC y espectrometria de masas de
extractos metanolicos acidificados (1% (v/v) acido trifluoroacético (TFA)). Los resultados
arrojaron que el perfil en ambas variedades es similar, siendo la indicaxantina (77.59%), la
gomprenina (18.62 %), la filocactina (3.50 %), la 2-descarboxibetanina (0.29 %), y sus
isdbmeros las BX predominantes. Asi mismo, reportaron que la cantidad de BX fue mayor que
de BC en las variedades naranja y roja. lgualmente, fue establecido el perfil de compuestos
fendlicos, los cuales corresponden principalmente a derivados de hidroxicinamoilo, flavonoles
y flavononas. En el Cuadro 2 se resumen las betalainas y compuestos fendlicos detectados y

cuantificados (Garcia-Cruz et al., 2017).
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Cuadro 2. Identificacion y cuantificacion de betalainas y compuestos fendlicos por HPLC-

DAD-MS en pitaya de mayo naranja y roja. Tomado de Garcia-Cruz et al. (2017).

Pitaya de mayo

Pitaya de mayo

+ MS?
Compuesto Amax - [M+H] naranja roja
(hm) mJ/z (m/2)
Concentracién de compuestos
[Mg/g peso seco]
Betacianinas
Gomprenina | 536 551 389 Trazas 3276.1+9.2
Isogompreninal 538 551 389 369+74 972.6 £69.3
2-descarboxi-
) 498 507 345 Trazas 65.7 £ 26.2
betanina
Filocactina 536 637 593, 551, 389 109.1£0.3 798.4 +57.6
Isofilocactina 538 637 593, 551, 389 16.1+0.7 190.6 £ 7.02
Derivado de
o 514 651 389 Trazas 55.7+18.4
betanidina
Total de betacianinas 162.1+£7.0 5423.4 £ 135.3

Betaxantinas

Isoindicaxantina 478 309 263,235 1158.6 + 147.3 1143.4 + 148.4

Indicaxantina 478 309 263,235 20894.8 £+ 181.8 16563.3 £979.7

Total de betaxantinas 22053.5+329.1 17706.4 +1128.1

Derivados de hidroxicinamoil

Cafeoil hexosido 316 341 179,135 175+23 354+36

Feruloil hexésido 316 517 193,149 88+1.1 nd
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Acido p-cumaroil

o 300 337 191,173,163,145 75+0.1 12.1+0.1
quinico
Flavonoles
Quercetina-3-O-
352 609 301 4.2+0.2 71.5+1.9
rutindsido
Isoramnetina
o 356 623 315 1.3+0.1 1.2+0.1
hexdésido
Isoramnetina 3-
_ 356 623 315 1.3+0.0 nd
O-glucésido
Flavononol
Taxifolina 296 507 303 5.3+0.6 nd
Compuestos fendlicos totales 53.8 +29 75.6+1.6

nd: No detectado

2.2 Jiotilla

La jiotilla es el fruto del cactus arborescente Escontria chiotilla, el cual puede medir entre 7 y
8 m de altura, tiene ramas de color verde oscuro, crece de forma silvestre en zonas aridas y
semiaridas del territorio mexicano, dentro de la Mixteca Baja Oaxaquefia, Guerrero, Michoacan
y sur de Puebla (Soriano-Santos et al., 2007). Es un fruto con importancia cultural y econémica
en estas regiones, aunque es poco conocido en otras entidades del pais (Ruiz Huerta et al.,
2015). La floracion se da entre abril y junio y la produccién de mayo a agosto (Oaxaca-Villa et
al., 2006).

Los frutos son no climatéricos, son de color rojo opaco en el exterior, con diametro ecuatorial
de 2.81 £ 0.29 cm, diametro polar de 3.48 + 0.36 cm, un peso de 18.7 + 3.12 g, con pulpa
comestible de coloracion roja, con sabor dulce; contiene numerosas semillas de color negro
(Ruiz Huerta et al., 2015; Sandate-Flores et al., 2020). En el Cuadro 3 se presenta la

caracterizacion fisicoquimica reportada de frutos de jiotilla de Tlacolula, Oaxaca.
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Cuadro 3. Composicion quimica y analisis proximal de jiotilla Escontria chiotilla. Tomado de:
Sandate-Flores et al. (2020).

Variable Jiotilla
Caracterizacion Sdlidos solubles totales (°Brix) 7.4
guimica pH 417
Humedad (%) 85.21+0.54
Carbohidratos (%) 12.75+0.19
Proteina (%) 1.03+£0.02
Andlisis proximal
Fibra cruda (%) 1.31+0.04
Cenizas (%) 0.53+£0.02
Extracto etéreo (%) 0.48 £0.01

2.2.1 Compuestos bioactivos en jiotilla

En una caracterizacion parcial realizada por Soriano-Santos et al. (2007), del fruto de jiotilla
de color rojo, reportaron que los pigmentos pertenecen a la familia quimica de las betalainas,
de las cuales el contenido de betacianinas de fue de 8.9 mg /100 g de pulpa 'y 119 mg /kg de
pulpa de betaxantinas en extractos crudos del fruto; en la fraccibn de betacianinas fue
identificada la betanina, en la fraccion de betaxantinas fueron identificadas vulgaxantina e
indicaxantina. En el jugo clarificado de frutos de jiotilla, Sandate-Flores et al., (2020),
reportaron 2.93 + 0.04 mg /g peso seco (ps) de contenido de betacianinas, 2.52 + 0.35 mg/g
ps de betaxantinas y 195.39 + 7.82 mg EAG /100 g peso fresco (pf); los investigadores
identificaron y cuantificaron el &cido galico (1.02 + 0.01 mg /100 g pf) y el &cido cafeico (0.08
+ 0.00/ 100 g pf).

2.3 Betalainas
Las betalainas son producto del metabolismo secundario de las plantas, son pigmentos
heterociclicos, hidrosolubles, sintetizados a partir del aminoacido tirosina. Este tipo de

compuestos absorben fuertemente la luz y de esa manera pueden ser identificadas por
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espectofotometria. Las betalainas se dividen en dos grupos: las betaxantinas que
proporcionan coloraciones amarillas (Fig. 1) y las betacianinas que brindan tonalidades rojas
(Fig. 2) (Herbach et al., 2006; Franco- Zavaleta et al., 2009; Gandia-Herrero et al., 2013;
Vergara Hinostroza, 2013; Corzo-Rios et al., 2016).

Las betaxatinas, son productos de la condensacion del acido betalamico y aminoacidos o
compuestos aminados, dependiendo del compuesto aminado, la méxima absorbancia de este
tipo de betalainas se encuentra entre 460-480 nm (Gandia-Herrero y Garcia-Carmona, 2013).
Entre las betaxantinas mas comunes se encuentran la vulgaxantina presente principalmente
en la raiz del betabel (Beta vulgaris) (Lee et al., 2014), y la indicaxantina (prolina-betaxantina)
pigmento predominante en frutos de Opuntia ficus indica amarilla (Garcia-Cayuela et al., 2019;
Carreon-Hidalgo et al., 2022).

Por otro lado, las betacianinas se caracterizan por su coloracion rojo violeta (griego: kyaneos=
azul), son compuestos derivados de la condensacién del acido betaldmico y ciclo-3-(3,4-
dihidroxifenilalanina), la presencia de este ultimo compuesto proporciona un fuerte efecto
batocrémico, desplazando la longitud de onda de méaxima absorbancia entre 50 a 70 nm. Las
betacianinas pueden encontrarse en forma mono o diglicosiladas y aciladas en la posicion 5-
O 6 6-O (Herbach et al., 2006; Khan y Giridhar, 2015).

En cuanto a su estructura, las betaxantinas son mas reactivas que las betacianinas, se ha
reportado que las betacianinas son mas estables que las betaxantinas, ademas, su estabilidad

esta dada por el nimero y tipo de sustituyentes (glucosidos, acilos) (Azeredo, 2009).
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En la familia de las cactaceas, la betanina y su isdmero la isobetanina son las betacianinas
mas abundantes en frutos de diferentes cactaceas como O. ficus indica (Cejudo-Bastante
etal., 2014), O. joconostle (Sanchez-Gonzalez et al., 2013), Hylocereus polyrhizus (Faridah
et al., 2015). Se ha reportado que, las betaxantinas son mas dificiles de aislar, la primera
fue identificada como indicaxantina por Piatelli y Minale (1964), la cual fue aislada a partir

de frutos del cactus Opuntia ficus- indica (Franco- Zavaleta et al., 2009).

Las betalainas han sido reconocidas por las actividades biolégicas que presentan, tales
como actividad antioxidante, antiinflamatoria, hepatoprotectora, anticancerigena (Carreén-
Hidalgo et al., 2022).

La capacidad antioxidante de las betalainas se atribuye al grupo fendlico y al grupo
aminociclico presente en su estructura, por lo cual podria donar atomos de hidrégeno y/o
electrones a radicales libres (Vergara Hinostroza, 2013). En comparacion con las
betaxantinas, las betacianinas pueden donar més facilmente un electrén del grupo hidroxilo
del fenol y los radicales de betacianina pueden estabilizarse por deslocalizacion de
electrones del anillo aromatico (Escribano et al., 1998). Otro factor que afecta a la actividad
de ambos tipos de betalainas son los sustituyentes. La actividad de las betalainas aumenta

con el nimero de sustituyentes hidroxilo y dependiendo de la posicién en la que se
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encuentren (Gandia-Herrero, et al., 2009). En las betacianinas la glicosilacion reduce la
actividad antioxidante (Vergara Hinostroza, 2013).

Se ha demostrado que las betalainas ademas de eliminar directamente los radicales libres,
pueden actuar indirectamente activando mecanismos de defensa antioxidantes. La
administracion oral de betalainas del betabel mejora la actividad de sistemas antioxidantes
enzimaticos como el superoxido dismutasa y el glutation peroxidasa en el higado, bazo y
rifidn en ratas; las betalainas, pueden crear condiciones celulares favorables para
contrarrestar el estrés oxidante (Cai et al., 2003; Stintzing et al.,2005; Wroblewska et al.,
2011; Gengatharan et al., 2015).

2.3.1 Factores gue afectan la estabilidad de las betalainas

La condensacion del 4cido betaldmico con compuestos amino (betaxantinas) o ciclo- Dopa
(betacianinas) proporcionan diferente grado de estabilidad a las estructuras de estos
pigmentos (Herbach et al., 2006; Vergara Hinostroza, 2013). El acido betalamico y el ciclo-
Dopa son compuestos estables en ausencia de oxigeno, sin embargo, su estabilidad varia
en funcién del pH. Se ha reportado que el acido betalamico es mas estable a pH neutro,
mientras que el ciclo-Dopa es mas estable a pH &cido (Huang y Elbe, 1987). La
termoestabilidad del acido betalamico y el ciclo-Dopa depende del pH y la ausencia de
oxigeno (Huang y Elbe, 1987).

Se ha reportado una mayor estabilidad de las betacianinas a temperatura ambiente en
comparacion con las betaxantinas. Los principales factores que influyen en la estabilidad
de las betalainas son la temperatura, el pH, la actividad del agua, la luz, la presencia o
ausencia de oxigeno y de metales (Herbach et al., 2006; Vergara Hinostroza, 2013; Yen-
Ming y Lee-Fong, 2015).

- Temperatura: Puede considerarse como el factor mas importante en la estabilidad de las
betalainas durante el procesamiento y almacenamiento de alimentos; se ha establecido que
el aumento de la temperatura acelera la tasa de degradacion de las betalainas, con lo cual
se produce una reduccion del color caracteristico de este pigmento. Betalainas de frutos de
Opuntia ficus-indica disminuyen hasta en un 90% en un rango de temperatura de 50-90 °C
(Carre6n-Hidalgo, et al., 2023). Para su conservacion se han reportado temperatura de

almacenamiento de 4°C (Castellar, et al., 2003).

-pH: Las betalainas son estables en un rango de pH de 3 a 7, valores fuera de este rango

conducen a la pérdida del color. Ademas, se ha determinado que el rango de pH al que son
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estables este grupo de compuestos varia de acuerdo con el tipo de betalaina y la presencia
0 ausencia de oxigeno. Asi por ejemplo, la betanina procedente del betabel es estable a pH
entre 4 a 6, sin embargo, en condiciones aerobias el rango de pH en que se mantiene
estable se encuentra entre 5.5 y 5.8, mientras que, en ausencia de oxigeno el rango de pH

en que es estable se encuentra entre 4 y 5.

-Luz: Las betalainas son mas estables en condiciones de oscuridad. Por efecto de la luz se
ha reportado la degradacion en 15.6% de la betanina, este efecto es dependiente de la
presencia de oxigeno, en que se ha reportado una degradacion del 28%. Por otro lado, en
zumos de jugo de pitaya, compuestos antioxidantes como el acido ascorbico inhiben la

degradacién ocasionada por la luz.

-Oxigeno: Las betalainas de betabel, reaccionan con el oxigeno molecular, causando el

oscurecimiento del producto y pérdida del pigmento.

-Metales catidnicos: La presencia de cationes metalicos (Fe?*, Fe®*, Sn?*, Al**, Cré*, Cu?),
aceleran la degradacion de la betanina, sin embargo, se ha establecido que la degradacion

depende de la composicién de la matriz de procedencia.

-Actividad de Enzimas: Las betacianinas son mas propensas a la degradaciéon por
peroxidasas que las betaxantinas, mientras que estas Ultimas son mas susceptibles a la

oxidacion quimica por peroxido de hidrégeno.

La degradacion de las betalainas por accion de los factores mencionados puede ocurrir por
varias vias tales como la isomerizacion, desglicosilacion, hidrolisis, descarboxilacion y la

dehidrogenacion.

2.4 Compuestos fenélicos

Son compuestos ampliamente distribuidos en el reino vegetal, son metabolitos secundarios
derivados de vias metabdlicas de las plantas como la via de las pentosas fosfato, del
shikimato y fenilpropanoide (Ajila et al., 2011). A este tipo de compuestos se les han
atribuido diferentes efectos tales como aportar color, sabor y olor a las plantas para atraer
polinizadores; desempefian un papel importante en la proteccion de la planta frente a los
depredadores, y como fitoalexinas y sustanias alelopaticas, asi como proteger a la planta
de la radiacion UV. También actian como sefiales quimicas en la floracién, la regulacién
del crecimiento y la polinizacién de las plantas; en los procesos de simbiosis vegetal,
pueden actuar como antioxidantes e inactivar el centro activo de numerosas enzimas,
(Dicko et al., 2006; Hounsome et al., 2008; Pifiol et al., 2013).
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Los compuestos fendlicos se caracterizan por poseer en su estructura uno o mas anillos
arométicos o fendlicos, con uno 0 mas grupos hidroxilo; de acuerdo con su estructura, se
clasifican en flavonoides, acidos fendlicos, cumarinas, ligninas, lignoides, y lignanos (Fig.
3) (Hounsome et al., 2008; Khoddami et al., 2013). Dada la diversidad de estructuras
gquimicas dentro de este grupo, no existe una metodologia Unica de extraccion. Por lo tanto,
es necesario desarrollar un método 6ptimo y apropiado para la extraccion, purificacion y
caracterizacion adecuada de los compuestos fendlicos presentes en la planta analizada
(Ajila et al., 2011).

N/‘\\\j// \\\\// N ~OH / \/L/ \\I/ \\1 \

AN . // \ P \
LIGNOIDES

J///\\[//\:I\
A X

\/ \\/

HO
O

P CUMARINAS

A

I
~ /’ ~ ¢~ CH
ESTILBENOS - 2

OH -

3

e Yyed

1
I
1
1
1
[e) I
I]\ Jol | N, \\ Y \\ > S
1
L NP P Y PN W N 1 u
A - OH  HC N o OH : NN ~on
| 3 | 2 1 OH
a4 HO//\\V// ! OH
HO' - | OH
N A
ACIDOS HIDROXICINAMICOS : [ ]/
v
HC\ P O %

O 05 _-OH FLAVONOIDES U 1 J
I Y \/// N

P 1T S
N N
N o

P | H
N NoH HCo_ \//\\O/C 3

b " T\I )

. \// \ ZRATRE
ACIDOS HIDROXIBENZOICOS

T

N N0l

HO

Figura 3. Clasificacion de los compuestos fendlicos (Elaboraciéon propia a partir de datos
de Granato et al., 2016)

Se ha reportado que los compuestos fendlicos inhiben la peroxidacion lipidica, eliminan
radicales libres, quelan iones de hierro y cobre (Heim et al., 2002). Ademas, tienen efectos
benéficos en la salud, al actuar como antioxidantes, antialérgicos, antiinflamatorios,
antimicrobianos, antitromboticos, cardioprotectores y vasodilatadores (Oroian et al., 2015).
Las propiedades antioxidantes de los compuestos fendlicos se deben principalmente a que
actian como agentes reductores, donantes de hidrogeno y extintores de oxigeno singulete
(Rice-Evans et al., 1996; Ajila et al., 2011; Espin et al., 2016).
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2.5 Métodos de extraccion de compuestos bioactivos

En las Ultimas décadas se han desarrollado diversos métodos para el analisis de
compuestos con actividad funcional como los compuestos fendlicos y pigmentos
antioxidantes. Sin embargo, antes de proceder a la identificacion y cuantificacion de estos
compuestos bioactivos, es necesario realizar el proceso de extraccién de los compuestos
de la matriz originaria. Entre las técnicas empleadas se encuentran las tradicionales o
convencionales de maceracion o reflujo con el uso de diferentes disolventes.
Recientemente, se han incluido técnicas emergentes o no convencionales como la
extraccion asistida por ultrasonido, por microondas, por campos eléctricos, por enzimas,
por fluidos supercriticos o por combinaciones de estas (Azmir et al., 2013; Oroian et al.,
2015).

Extraccion con disolventes: Es una operacion de separacion en la que se aplica un
disolvente para extraer y separar un componente deseado (soluto), en funciéon de su
solubilidad, la separacion ocurre por la interaccién entre las moléculas del disolvente y las
del soluto. Durante el proceso existen dos parametros importantes que son, primero el
factor de separacion (equilibrio quimico entre las fases sélidas y el disolvente), segundo, la
fuerza para la extraccion del disolvente la cual es definida como la diferencia de la
concentracion del soluto entre las dos fases. Entre los disolventes, el etanol es uno de los
mas empleados para la extraccién de antioxidantes hidrofilicos debido a su bajo costo,
reutilizable, no téxico, es reconocido como seguro y los extractos pueden usarse en la
industria alimentaria. El uso combinado de disolventes organicos y agua puede facilitar la
extraccion de compuestos, ademas, el aumento de la temperatura puede mejorar la
extraccion de los antioxidantes con disolventes dado que el coeficiente de difusion es mas
alto (Oroian et al., 2015). Las ventajas de este método de extraccion incluyen el uso de
equipos simples y que el disolvente puede ser reutilizado. Entre las desventajas del uso de
disolventes estan su baja selectividad, baja eficiencia de extraccion, largos tiempos de
extraccion, las altas temperaturas en el caso de uso de soxhlet que pueden degradar
compuestos termolabiles, generan contaminacion ambiental por los residuos de disolventes

y podrian requerirse varios procesos de extraccion (Wang et al., 2013).

El uso de este método de extraccion implica considerar varios parametros que pueden
afectar su rendimiento tales como el tiempo requerido para dicho proceso, la temperatura,

la relacion disolvente / muestra, el nUmero de extracciones, asi como el tipo de disolvente.
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También tienen influencia sobre el proceso de extraccion el tipo y composicion de la matriz

y los compuestos bioactivos de interés (Khoddami et al., 2013).

Extraccion asistida por ultrasonido (UAE): Es una de las técnicas mas empleadas en la
industria de la extraccion para mejorar los fendmenos de transferencia de masas; la tasa
de transferencia aumenta por accién de la cavitacion, las burbujas formadas en el liquido
colisionan generando una presion que causa la ruptura del tejido vegetal, mejorando la
liberacion de los componentes intracelulares (Goula, 2013). Los factores a considerar
durante la extraccion asistida con ultrasonido son la amplitud, el tiempo de extraccion, la
temperatura generada y la relacion disolvente/material (Prakash y Priya, 2016). Entre las
ventajas del uso de esta metodologia estan: tiempos cortos de extraccion de extraccion,
bajo volumen disolvente requerido, se puede llevar a cabo a bajas temperaturas evitando

asi el dafo térmico a los compuestos termolabiles (Goula, 2013).

Extraccion asistida por microondas (MAE): Es una técnica que implica la extraccion de
compuestos funcionales con base en el calentamiento obtenido de la friccibn molecular
debida a la alineacién de iones y dipolos al campo eléctrico oscilante de las microondas. Se
emplea una frecuencia de 2.45 GHz que permite un calentamiento efectivo sin inducir
reacciones quimicas, mediante el uso de recipientes cerrados, acorta el tiempo y aumenta
la eficiencia de extraccion, ademas, es una técnica reproducible, emplea bajos volumenes
de disolventes y requiere menores niveles de energia (Ballard et al., 2010; Mosquera et al.,
Hernandez, 2012). La extraccién de los metabolitos secundarios por esta técnica es el
resultado de la ruptura de las paredes celulares lo que proporciona una mayor liberacién de
los compuestos intracelulares. Mediante el uso de MAE se han obtenido mayores
rendimientos y disminucién en los tiempos de extraccion de betalainas del betabel, sin
embargo, dada la naturaleza termolabil de este tipo de compuestos, las betalainas pueden

degradarse en tiempos prolongados (mayor a 100 s) (Cardoso-Ugarte et al., 2014).

2.6 Especies reactivas de oxigeno, radicales libres y estrés oxidante

2.6.1 Especies reactivas de oxigeno y radicales libres

Los organismos aerobios generan como parte de su metabolismo las especies reactivas de
oxigeno (EROS), entre las que se encuentran algunos radicales libres (RL) y precursores
de radicales libres. Los radicales libres, son especies quimicas que contienen un electron
desapareado en su orbital mas externo, confiriéndoles inestabilidad, haciéndolos reaccionar
con otras moléculas para alcanzar su estabilidad para tomar o ceder un electrén, lo que

ocasiona cambios en la composicion, estructura o funcion de las moléculas alteradas. En
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el Cuadro 4 se presentan las principales EROS (Gutiérrez-Salinas et al., 2004; Konigsberg,
2008; Gutiérrez-Salinas et al., 2014).

Cuadro 4. Especies reactivas derivadas del oxigeno y del nitrégeno

TIPO TIPO DE EROS VIDA(Z/I)EDIA SIMBOLO
Radical superéxido 104 Oz
Radical hidroxilo 10° ‘OH
Peroxido de hidrégeno estable H202
Derivados Radical peroxilo ~1 ROO
del oxigeno
Hidroperéxido Estable ROOH
Oxigeno singulete 10 10,
Ozono ~1 Os
Oxido nitrico ~1 NO-
Derivados P initrit 107 ONOO
del nitrégeno eroxinitrito
Dioéxido de nitrdgeno ~1 NO:2

Fuente: Gutiérrez-Salinas et al., 2014; Gutiérrez-Salinas et al., 2004; Konigsberg, 2008;

Gutiérrez-Salinas et al., 2014.

Las EROS son producidas por el metabolismo celular aerébico, el oxigeno (O2) es un
elemento esencial para la funcion de los organismos aerobios pues juega un papel crucial
en la cadena respiratoria y fosforilacion oxidativa en donde se produce adenosina trifosfato
(ATP) requerido para las funciones celulares. Durante este proceso se forman EROS como

productos intermedios. Se sugiere que el 0.1-0.5% del O, que respiramos se fuga para
generar el radical superéxido O, (Konigsberg, 2008; Lushchak, 2014). Asi la cadena

transportadora de electrones en las mitocondrias, es la principal fuente de EROS, ademas,
existen otras reacciones de oxidorreduccion en distintos compartimentos celulares, las
cuales estan involucradas en procesos fisioldgicos en los que también se producen EROS
tales como la destoxificacion de xenobioéticos por la familia de los citocromos P450, el
metabolismo de acidos nucleicos mediante la xantina oxidasa, la respuesta inmunitaria
contra infecciones durante el fenébmeno de fagocitosis y la subsecuente activaciéon de la
NADPH oxidasa (Gutiérrez-Salinas et al.,2015).
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Los organismos aerobios han desarrollado mecanismos de defensa para contender con las
EROS que son los sistemas antioxidantes enzimaticos y no enziméaticos (Lobo, et al., 2010).
Los sistemas antioxidantes enzimaticos son endbégenos, entre estos se encuentran las
enzimas glutation peroxidasa, superéxido dismutasa, catalasa (Pietta, 2000). Los sistemas
antioxidantes no enzimaticos pueden ser endégenos como la vitamina A, el acido Urico, el
glutation, cofactores como CQ10, entre otros (Carocho y Ferreira, 2013) y exdgenos como
la vitamina C, compuestos fendlicos, betalainas, carotenoides, estos se adquieren mediante
la dieta (Pietta, 2000; Kanner et al., 2001; Orian y Escriche, 2015).

El balance oxidante de la célula es fundamental para la regulacién metabdlica por lo tanto
un desbalance entre las EROS y los sistemas antioxidantes, la sobreproduccion de EROS
y/o por una disminuciéon de la capacidad protectora antioxidante, se induce un estrés
oxidante que ha estado implicado en diversas patologias como enfermedades
cardiovasculaes, cancer, trastornos neurolodgicos, diabetes (Valko et al., 2007; Gutiérrez-
Salinas et al., 2014).

Las EROS pueden reaccionar quimicamente con las principales biomoléculas de la célula
como son lipidos, proteinas, carbohidratos y acidos nucleicos, generando un dafio en su
estructura y funciones metabdlicas (Gutiérrez-Salinas y Morales-Gonzalez, 2004; Gutiérrez-
Salinas et al., 2014; Schieber y Chandel, 2014). Sin embargo, en bajas concentraciones
algunas EROS funcionan como moléculas de sefalizacion importantes en diversos
procesos fisiologicos como la secrecién de insulina, produccion de hormonas de
crecimiento, citocinas, la unidon de las proteinas G a sus receptores, factores de
transcripcién o regulacion de los transportadores y canales de iones en mamiferos (Bartozs,
2009). En las plantas las EROS también son importantes reguladores de su germinacion,
desarrollo y crecimiento de las hojas, de la raiz y pelos radicales (Tripath y Oelmiller, 2012;
Li et al., 2023)

2.6.2 Efectos de EROS en biomoléculas

Como se menciond, las EROS pueden reaccionar con moléculas organicas que contienen
enlaces dobles como lipidos insaturados, los anillos arométicos de amino&cidos y las bases
nitrogenadas, siendo el radical OH* el principal responsable del dafio a la mayoria de
biomoléculas (Konigsberg, 2008; Pisoschi y Pop, 2015). Este radical es el mas reactivo que
se conoce, ademas, puede reaccionar de manera rapida e inespecifica con las bases

nitrogenadas del ADN y ARN; con proteinas, lipidos y carbohidratos. Su capacidad de dafio
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celular también es debido que las células no tienen un sistema enzimatico para

contrarrestar este radical (Constanza y Mufioz Ariza, 2012).

Lipidos: Las EROS producen lipoperoxidacién o peroxidacion lipidica de los 4cidos grasos
de las membranas biolégicas (membrana celular, membranas mitocondriales, membranas
del reticulo endoplasmico, entre otras). La lipoperoxidacién ocurre cuando el acido graso
insaturado de un fosfolipido que forma parte de la membrana es atacado por un radical libre
con lo cual los carbonos adyacentes a las insaturaciones son sensibles de ser atacados, el
RL extrae un hidrégeno completo de ese carbono, produciendo un radical lipidico que por
posteriores arreglos en la membrana y ataque de oxigeno singulete formaran
subsecuentemente mas radicales lipidicos, propagando con ello el dafio, el cual finalmente
causa cambios en la fluidez y permeabilidad de las membranas, este proceso tiene como
producto final al malondialdehido (MDA) (Zorrilla-Garcia, 2002; Konigsberg, 2008;

Gutiérrez-Salinas et al., 2014).

Proteinas: Son las biomoléculas mas susceptibles de sufrir oxidacién (Pisoschi y Pop,
2015), el dafio oxidante a las proteinas incluye fenébmenos de nitracién, carbonilacion,
oxidacién, ruptura y entrelazamiento. La modificacidn oxidante de las proteinas incrementa
su sensibilidad a la protedlisis y cambios conformacionales que dan por resultado la pérdida
de su funcion (Calderén-Salinas et al., 2013). EI mecanismo por el cual ocurre el dafio a
proteinas se da de manera similar al del dafio a los lipidos, La accion de las EROS sobre
las proteinas se ejerce principalmente sobre los enlaces insaturados de los amino&cidos
con anillos aroméaticos y en los grupos tiol, por lo que las proteinas ricas en aminoacidos
como triptéfano, tirosina, fenilalanina, histidina, metionina y cisteina, pueden sufrir
modificaciones estructurales (Zorrilla-Garcia, 2002). Durante la oxidacion de proteinas
puede darse la formacién de grupos carbonilos que puede estar ligada a la transformacién
de un residuo de aminoécido en otro y a la desaminacion de los aminoacidos. Ademas, las
EROS pueden alterar la proteina a través del entrecruzamiento intra- e intermolecular por
la oxidacion de cisteinas, lo que promueve la formacion de puentes disulfuro donde no
deberian existir, modificando la conformacion tridimensional de las proteinas, promoviendo
su agregacion y/o disminuyendo su funcionalidad. La constante oxidacion de las proteinas
puede conducir al desdoblamiento o plegamiento defectuoso de las proteinas, asi como a
la formacién de oligdbmeros toxicos de proteinas. La presencia de iones metélicos en las

proteinas puede catalizar la descomposicion del H,O- e iniciar una cadena de reacciones
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de radicales libres, proceso denominado oxidacién de proteinas catalizadas por metales
(Konigsberg, 2008).

Acidos nucléicos: Los efectos observados de las EROS sobre los &cidos nucleicos, son
debidos a fendbmenos de hidroxilacion de las bases nitrogenadas, a la escision de hebras
de ADN y a la formacién de uniones cruzadas, lo que ocasiona alteraciones en los procesos

de la replicacion, transcripcion y traduccion (Zorrilla-Garcia, 2002).

El radical OH* es el principal responsable de los dafios al ADN, los cuales pueden ocurrir
sobre las bases pduricas y pirimidicas, sobre los azlcares 0 en ambos compuestos; la
guanina es la purina mas susceptible a procesos oxidantes. El OH* se une directamente a
la base nitrogenada formando un aducto, cuya produccion induce alteraciones en los
puentes de hidrogeno que estabilizan la complementacion de la doble cadena del ADN, por
lo que durante la replicacién la ADN-polimerasa puede presentar errores y generar
transversiones y translocaciones. Ademas, los aductos generan mutaciones puntuales en
el ADN. También se ocasionan dafios en los azlcares, dando como resultado la escision
de una o ambas cadenas del ADN. Asimismo, se ha reportado que el dafio oxidativo del
ADN, ocasiona el decremento de la capacidad de los mecanismos de reparacion
(Konigsberg, 2008).

2.6.3 Proteccion de los antioxidantes a biomoléculas

Las especies reactivas de oxigeno se forman naturalmente en los procesos metabélicos
de la célula y ésta cuenta con mecanismos de proteccién que previenen su formacion o
destoxifican las EROS, los sistemas antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos. Un
antioxidante no enzimatico es una molécula capaz de prevenir o evitar la oxidacién de otra,
ya sea por interaccion y estabilizacién de las especies reactivas o por la transformacion a

otras estructuras mas estables y de baja reactividad (Gutiérrez-Salinas et al., 2014).

Los sistemas no enziméticos tales como la vitamina E y C, el glutatién reducido, el acido
arico, los carotenoides, los compuestos fendlicos y las betalainas, juegan un papel
importante, considerando que algunos actdan neutralizando o disminuyendo la reactividad
de las especies reactivas de oxigeno (Gutiérrez-Salinas et al., 2014), y mediante la
induccién de la actividad de factores que regulan la expresion de genes que codifican para

enzimas relacionadas con la respuesta al estrés oxidante (Khan, 2016).
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Se conoce que las betalainas tienen actividad antioxidante in vitro inhibiendo los radicales
2,2-Difenil-1-Picrilhidrazilo (DPPH) y el acido 2,2'- [3- etil benzotiazolin-6-sulfénico (ABTS
") (Koss -Mikotajczyk et al., 2019), ademas de modular la expresién génica in vivo a través
de la induccion de factores de transcripcion como el factor nuclear eritroide 2 (Nrf2) (Krajka
-Kuzniak et al., 2013; Shunan et al., 2021). Este factor de transcripcion esta implicado en la
modulacion de mecanismos antioxidantes como la regulacion de la expresion génica de las
enzimas hemo oxigenasa-1 (HO-1), NAD(P)H-quinona oxidorreductasa 1 (NQO1), glutation
S-transferasas (GST), superoxido dismutasa (SOD), glutation reductasa (GR) y catalasa
(CAT); asi como en la regulacion de genes relacionados con la respuesta al estrés oxidante
(Wang et al., 2010; Krajka -Kuzniak et al., 2013; Shunan et al., 2021).

Entre los sistemas enzimaticos estan la enzima superdxido dismutasa (SOD), la catalasa,
el glutation peroxidasa (GPx), las cuales actian de forma sincronizada, la SOD se encarga
de la dismutacion de radicales O»™ a H>O2, una vez obtenida esta Ultima especie, la catalasa
interviene y se encarga de la dismutacién y peroxidacion de 2 moléculas de H.O- para
producir oxigeno y agua. Mientras que la GPx elimina hidroperdxidos y peréxidos organicos
(Zorrilla-Garcia, 2002; Konigsberg, 2008; Gutiérrez-Salinas et al., 2014).

2.7 Cuantificaciéon de la capacidad antioxidante in vitro

Ademas de los nutrientes esenciales y de los micronutrientes como minerales, las frutas y
hortalizas aportan fibras, vitaminas y otros compuestos funcionales tales como los
antioxidantes (compuestos fendlicos, betalainas, carotenoides, entre otros), a los cuales se
les han atribuido efectos benéficos en la prevencion de diferentes enfermedades que
derivan del dafio que las EROS ocasionan a las diferentes biomoléculas (Kuskoski et al.,
2005).

La determinacion de la capacidad antioxidante in vitro, se divide en: métodos basados en
la transferencia de atomos de hidrégeno y en métodos basados en la transferencia de un
solo electron. Aunque el resultado final es similar, la cinética y el potencial de las reacciones

es distinto.

Los métodos basados en transferencia de atomos de hidrégeno se fundamentan en una
cinética de competencia en el que el antioxidante y el sustrato por los radicales peroxilo
generados térmicamente de la descomposicién de compuestos azoicos (Huang et al.,
2005); la reactividad de los métodos esta determinada por la energia de disociacion del

enlace y el potencial de ionizacidn del antioxidante. Estos métodos son independientes del
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disolvente y del pH, y se llevan a cabo en segundos o minutos. Sin embargo, la presencia
de agentes reductores como los metales puede conducir a resultados con falsos positivos
debido a una reactividad errénea por la presencia y actividad de los metales en el medio
(Prior et al., 2005). Dentro de estos métodos se incluyen: ORAC (Capacidad para Absorber
Radical Oxigeno), TRAP (Pardmetro Antioxidante para Atrapar Radicales Totales), entre

otros.

Los métodos basados en la transferencia de un electron detectan la capacidad de un
antioxidante en la reduccién de un oxidante, que cambia de color cuando se reduce. El
grado de cambio en el color del radical croméforo se correlaciona con las concentraciones
de antioxidantes en la muestra (Huang et al., 2005). La reactividad se basa principalmente
en la desprotonacioén y el potencial de ionizacién (Pl) del compuesto antioxidante, por lo
gue dependen del pH, en general, los valores del Pl disminuyen al aumentar el pH lo que
refleja una mayor desprotonacion (Prior et al., 2005). Estas reacciones pueden requerir mas
tiempo para completarse. Entre estos métodos se encuentran: FRAP (Parametro

Antioxidante del lon Hierro), CUPRAC (Ensayo de reduccién del cobre), entre otros.

Aunque los ensayos de ABTS (&cido 2,2'- [3- etil benzotiazolin-6-sulfénico]), y DPPH:: (2,2-
Difenil-1-Picrilhidrazilo), se clasifican generalmente en la transferencia de un solo electron,
ambos pueden neutralizarse por reduccion directa a través de la transferencia de un

electrén o a través de transferencia de atomos de hidrégeno (Prior et al., 2005).

El ensayo de ABTS se basa en la capacidad de los antioxidantes para eliminar el anion
radical de larga duracion ABTS™. En este ensayo, el ABTS es oxidado por radicales peroxilo
u otros oxidantes a su cation radical, ABTS™, que se colorea azul intenso, y en el método
se mide como la capacidad de los compuestos para disminuir el color reaccionando
directamente con el radical ABTS™ (Prior et al., 2005). Este radical es generado tras una
reaccién quimica con diéxido de manganeso o persulfato de potasio o bien en una reaccion
enzimatica con peroxidasas. El método puede medir la actividad de compuestos de
naturaleza lipofilica e hidrofilica. El ABTS presenta espectros de maxima absorbancia a
414, 654, 754 y 815 nm y es efectivo en un amplio rango de pH, la determinacién de la

capacidad antioxidante por este método se realiza a 734 nm (Kuskoski et al., 2005).

El ensayo de DPPH se basa en la medicion de la capacidad reductora de los antioxidantes
frente al DPPH", medido por la pérdida del color morado del DPPH a 515 nm (Prior et al.,

2005). Este radical puede obtenerse directamente sin una preparacion previa y solo se
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disuelve en medios organicos como el metanol, acetona, etanol. El DPPH es sensible a
algunas bases de Lewis, ademas, puede haber interferencias en la absorbancia del
producto de esta reaccion con las absorbancias de los pigmentos antioxidantes de interés,
considerando que el pico de maxima absorbancia del DPPH se encuentra a 515 nm (Sagar
et al., 2011).

2.8 Determinacién de la actividad funcional de los antioxidantes con Caenorhabditis
elegans como modelo bioldgico de estudio

Para actuar en los organismos los compuestos funcionales deben ser absorbidos,
transportados, distribuidos y retenidos en los fluidos, células y tejidos. Los métodos de
determinacién de la actividad implican ensayos a través de la administracion de los
compuestos funcionales a modelos animales en un régimen de dosificacién especifico
(Oroian y Escriche, 2015).

El nematodo Caenorhabditis elegans es un modelo animal ampliamente utilizado en
investigacion biomédica y toxicolégica. Ademas, ha sido empleado para examinar los
efectos benéficos de medicamentos, extractos o compuestos bioactivos contra el estrés
oxidante o en estudios de la prolongacién de la esperanza de vida. Lo anterior debido a su
corto periodo de vida media, su simplicidad morfolégica, la facilidad en su mantenimiento y

su manipulacién genética (Gruber et al., 2009; Zhang et al., 2013).

C. elegans es un nematodo que habita en el suelo, tiene un tamafio pequefio (1 mm de
longitud), es transparente durante todas las etapas de desarrollo, con una vida media de 20
dias bajo condiciones de laboratorio, en dicha condicibn los nematodos son
predominantemente hermafroditas autofertilizantes (>99%), las poblaciones se mantienen
efectivamente isogénicas. Los gusanos se desarrollan a través de cuatro etapas larvarias
(L1-L4). La etapa L1 dura alrededor de 16 horas y cada una de las siguientes etapas (L2 a
L4) dura 12 horas cada una, 12 horas después de alcanzar L4, los hermafroditas adultos
comienzan a producir progenie por un periodo de 2- 3 dias (Gruber et al., 2009; Lapierre et
al., 2012). Los hermafroditas adultos contienen 959 células somaticas, de las cuales 302
son neuronas; ademas, se conoce el linaje celular completo, incluidas las células que
presentan apoptosis durante el desarrollo. Las cepas pueden conservarse criogénicamente.
El genoma de C. elegans ha sido completamente secuenciado, se sabe que contiene
aproximadamente 18000 genes, muchos de los cuales tienen homdlogos en humanos
(Gruber et al., 2009).
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C. elegans, se ha empleado para comprobar el efecto de diferentes compuestos en su vida
media, y se han reportado varios compuestos que la han extendido. Sin embargo, para la
interpretacion de los efectos del compuesto de estudio es importante investigar la via
metabdlica o el gen o genes especifico(s) que afectan, lo cual puede lograrse empleando
genes reporteros, mutantes o cepas knockout. Ademas, es necesario realizar estudios de
dosis-respuesta para poder establecer la concentracion en la cual los compuestos o

mezclas de compuestos estudiados presentan el maximo efecto (Gruber et al., 2009).

Se ha reportado que el extracto rico en flavonoides de frutos de Citrus medica L. var.
sarcodactylis (Noot.) Swingle ha prolongado en un 14.94% el periodo de vida y la resistencia
al estrés oxidante por la induccion del sistema de defensa antioxidante, sin causar efectos
adversos en las funciones fisiologicas de fertilidad y movilidad en C. elegans. El tratamiento
con el extracto aumentd la actividad de enzimas antioxidantes enddgenas y redujo la
acumulacién de especies reactivas de oxigeno y el malondialdehido (Chen et al., 2019).
Gdmez-Linton et al. (2021) evaluaron la capacidad de un extracto de semillas de Bixa
Orellana para modular el peroiodo de vida, la resistencia al estrés oxidante y los
mecanismos implicados en los efectos. De acuerdo con sus resultados, el extracto lipofilico
de las semillas aumento la vida media en un 35% y la vida macima en un 27% asi como la
resistencia contra el estrés oxidante inducido con peréxido de hidréogeno y el estrés térmico
(35°C) sin afectar la fertilidad. Los efectos del extracto fueron dependiente de la via

sealizacion de insulina/factor de crecimiento insulina-1.

Guerrero-Rubio et al. (2019) estudiaron el efecto del pretratamiento con betalainas puras
(betanina, indicaxantina, indolina-betacianina, feniletilamina-betaxantina) y extractos
obtenidos de frutos de las variedades roja y amarilla de O. ficus indica en el periodo de vida
y la respuesta al estrés oxidante inducido por juglona en C. elegans. Los resultados
reportados, indicaron que las betalainas puras mostraron que una concentracion de 9.4 uM
de indicaxantina disminuy6 la expresioén de la proteina de choque térmico HSP-16.2, que
se expresa en respuesta al estrés térmico o al estrés oxidante. El pretratamiento con 50 uM
de esta betaxantina aumento la vida media de los nematodos en un 32.42%, mientras que
la betanina no tuvo ningun efecto respecto al control. Ademas, Una concentracion del 0.5%
p/v del extracto de la variedad amarilla de O. ficus indica aumentd la vida media del
nematodo en un 21.06%, mientras que el extracto de la variedad roja no tuvo ningun efecto

significativo. Finalmente, las concentraciones de betalainas que aumentan el periodo de
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vida de C. elegans son mucho mas bajas que las que requieren otras moléculas

antioxidantes como catequina, miricetina, quercetina y kaempferol para incrementarla.

A pesar de que muchos compuestos han sido reportados por tener actividad antioxidante
in vitro, no es claro si los resultados obtenidos sobre la capacidad antioxidante in vitro
reflejan fielmente lo que sucede en modelos in vivo, pues muchos antioxidantes muestran

una limitada actividad antioxidante in vivo (Gruber et al.,2009; Pun et al., 2010).
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3. Justificacion

Las frutas y hortalizas son fuente de gran cantidad de compuestos funcionales los cuales
son de interés para la industrias cosmética, farmacoldgica y de alimentos, sin embargo, no
existen métodos de extraccibn estandar que garanticen la obtencidon Optima de los
compuestos debido que diferentes factores como la naturaleza de los mismos, la matriz que
los contienen, entre otros, que afectan el proceso, por lo que es importante establecer el

método de extraccion y las condiciones adecuadas que mejoren el proceso.

La pitaya de mayo (Stenocereus pruinosus) y la jiotilla (Escontria chiotilla) son frutos
endémicos de México que proporcionan ademas de nutrientes, compuestos tales como
betalainas y compuestos fendlicos. Una alternativa para incrementar el aprovechamiento

de estos frutos consiste en la extraccion y caracterizacién de los compuestos funcionales.

Por lo anterior, es importante establecer las condiciones Optimas de extraccion de los
compuestos funcionales como las betalainas y compuestos fendlicos de frutos de pitaya de
mayo Y jiotilla, empleando tecnologias convencionales y no convencionales, ademas de
caracterizar los extractos y evaluar su actividad funcional en un modelo in vivo. Por las
caracteristicas de C. elegans, se propone este modelo para evaluar el efecto de los

extractos de los frutos de jiotilla.
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4. Hipotesis

El uso de tecnologias de extraccion no convencionales como ultrasonido y microondas
aumentard el rendimiento de compuestos funcionales (betalainas y compuestos fendlicos)
de la pitaya de mayo vy jiotilla, lo que se reflejara en una mayor capacidad antioxidante in

vitro.

El tratamiento con extracto de jiotilla mejorara la resistencia del nematodo Caenorhabditis
elegans sometido a estrés oxidante, estrés térmico y radiacion ultravioleta, sin afectar las

funciones fisiolégicas de fertilidad y de movilidad.
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5. Objetivos

5.1 Objetivo general
Evaluar el efecto de la extraccion por tecnologias no convencionales en el contenido de
compuestos funcionales y capacidad antioxidante in vitro obtenidos de frutos de pitaya de

mayo Y jiotilla, asi como el efecto en la resistencia al estrés en C. elegans.

5.2 Objetivos especificos
1. Realizar la caracterizacién fisicoquimica de los frutos de pitaya de mayo (Stenocereus

pruinosus) y jiotilla (Escontria chiotilla).

2. Obtener compuestos funcionales de frutos de pitaya de mayo (Stenocereus pruinosus) y
jiotilla (Escontria chiotilla) por métodos de extraccion convencionales y no convencionales

(ultrasonido y/o microondas).

3. Identificar y cuantificar los compuestos funcionales presentes en los frutos de pitaya de

mayo (Stenocereus pruinosus) y jiotilla (Escontria chiotilla).

4. Evaluar la capacidad antioxidante in vitro de los extractos obtenidos por métodos
convencionales y no convencionales de frutos de pitaya de mayo (Stenocereus pruinosus)

y jiotilla (Escontria chiotilla).

5. Evaluar el efecto del extracto de frutos de jiotilla (Escontria chiotilla) en la resistencia a
distintos tipos de estrés y funciones fisiol6gicas como fertilidad y movilidad en el modelo de

C. elegans.
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6. Metodologia

6.1 Material biolégico

Los frutos de Stenocereus pruinosus y Escontria chiotilla fueron recolectados el mes de
mayo de 2018 en estado de madurez de consumo, en el municipio de Santiago Chazumba
(18° 16’ 24” N; 97° 70’ 93" W), Oaxaca. Posteriormente, los frutos se desinfectaron con
agua clorada a 100 ppm y seleccionaron de acuerdo a la ausencia de defectos fisicos y
uniformidad en el color. Se formaron tres grupos cada uno con 24 frutos, se retir la cascara
manualmente y la pulpa se homogenizé. Finalmente, la pulpa con la semilla de cada grupo

fue congelada y conservada a -70°C hasta su uso.

6.2 Caracterizacion fisicoquimica de los frutos

6.2.1 Determinacion de acidez titulable
La determinacion de la acidez titulable del fruto se realiz6 por valoracién con NaOH 0.1N
hasta obtener un pH de 8.1-8.3 (Thakur et al., 2006). Para obtener el porcentaje de acidez

titulable se utilizé la ecuacion:

(1)

. . acido V NaOH*CNaOH+*Eq.acido predominantex100
% acidez titulable ( g ) =

100mL de jugo Vjugo
Donde;

VNaOH = Volumen (mL) de NaOH

CNaOH = Normalidad (meg/mL) de NaOH

Eq.acido predominante = Miliequivalentes del acido citrico: 0.064 g/meq, miliequivalentes

del &cido malico: 0.067 g/meq.
Vjugo = Volumen (mL) del jugo

6.2.2 Determinacion de pH
Para las mediciones de pH, se mezclé 1 mL de jugo de fruta con 20 mL de agua destilada
y se midio el pH de la mezcla con un potenciometro (Oakton pH 700, Oakton Instruments
P.O. Vernon Hills, IL, USA).

6.2.3 Determinacion de sélidos solubles totales
Los solidos solubles totales (SST) son expresados en °Brix y fueron medidos empleando

un refractometro portatil de mano (RFB-91 ATC). Se aplicé una gota del jugo de la pulpa

42



sobre el refractometro y se registr6 el valor marcado en la escala (Rosas-Benitez et al.,
2016).

6.2.4 Determinacion de contenido de humedad
El contenido de humedad se determindé segun Bourhia et al. (2019); se pesaron 2 g de
muestra y se introdujeron en un horno (Lab-Line Instruments, Inc., Melrose Park, IL, USA
modelo 3608) a 50 °C hasta alcanzar un peso constante. La humedad se calcul6 como la

diferencia del peso inicial del fruto y el peso seco. Se expresd en porcentaje.

6.3 Extraccion de compuestos funcionales

6.3.1 Extracciéon convencional de compuestos fendlicos y betalainas de frutos

de pitaya de mayo.

- Efecto del manejo de la muestra (fresca y liofilizada) y tipo de disolvente

Con la finalidad de obtener el mayor contenido de los compuestos funcionales presentes
en los frutos de pitaya de mayo se evalud inicialmente la extraccion convencional. Se
realizaron dos experimentos independientes completamente al azar, en el primer
experimento se evalué el efecto del manejo de la muestra (X: Fresca, liofilizada) y en el
segundo experimento se evaluo el efecto del tipo de disolvente (X: metanol 80% (v/v) y
etanol 50% (v/v)). Los resultados obtenidos en cada uno de los experimentos fueron la base
para decidir la condicion de la muestra y el disolvente a usar para el desarrollo de los

ensayos posteriores.

La extraccion se realizé siguiendo la metodologia propuesta por Garcia-Cruz et al., (2013)
con algunas modificaciones, se pesaron 2 g de muestra congelada (pf) se dejaron en
agitacion con 20 mL de disolvente por 20 min. Posteriormente, el extracto se centrifug6 a
12 096 g durante 10 min, el sobrenadante se recuperd y el pellet fue empleado para una
segunda extraccién idéntica a la primera. Finalmente, los sobrenadantes se unieron y se

aforaron a 50 mL. Los extractos fueron almacenados a -70 °C hasta su andlisis.
- Optimizacion del proceso de extraccion convencional en frutos de pitaya de mayo

Se realiz6 un experimento empleando el modelo Box- Behnken con tres factores: tiempo de
extraccion (Xi: 10, 15, 20 min), relacion peso: volumen (Xz: 1:2.5, 1:6.25, 1:10 p: v), y
concentracion de etanol (Xs: 30, 60, 90% (v/v)). La extraccion se realizé variando el tiempo

de extraccion, el volumen y la concentracion de disolvente de acuerdo con los niveles de
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cada factor correspondiente para cada corrida experimental. Los gramos de muestra
congelada, se dejaron en agitacién con el disolvente segun el tiempo correspondiente.
Posteriormente, el extracto se centrifugé a 12 096 g durante 10 min, el sobrenadante se

recuperd y el pellet fue empleado para una segunda extraccion idéntica a la primera.

De acuerdo con el modelo y el numero de factores se llevaron a cabo 15 corridas

experimentales, las cuales se indican a continuacion:

Corrida X1 Xz X3

Tiempo Relacién  Etanol

(min) (p:v) (% viv)
1 10 1:2.5 60
2 20 1:2.5 60
3 10 1:10 60
4 20 1:10 60
5 10 1:6.25 30
6 20 1:6.25 30
7 10 1:6.25 90
8 20 1:6.25 90
9 15 1:2.5 30
10 15 1:10 30
11 15 1:2.5 90
12 15 1:10 90
13 15 1:6.25 60
14 15 1:6.25 60
15 15 1:6.25 60

Debido a que no se habia evaluado el efecto del nUmero de extracciones se decidio probar

este factor en un experimento adicional empleando extraccion convencional.

- Efecto del numero de extracciones: Una vez obtenidos los niveles Optimos de los
factores tiempo de extraccion, concentracion de disolvente y relacion peso: volumen (p:v)
se procedi6 a evaluar por medio de un experimento completamente al azar el efecto del

namero de extracciones: una, dos y tres.

Se peso 1 g de muestra congelada y se dejo en agitacion con 6.25 mL de etanol 30% (v/v)
por 10 minutos. Posteriormente, el extracto se centrifugd a 12 096 g durante 10 min, el
sobrenadante se recuperé. Para los ensayos con dos y tres extracciones, el pellet fue
empleado para una segunda y una tercera extraccion idéntica a la primera. El sobrenadante
se afor6 de acuerdo al nimero de extracciones, a 10 mL cuando solo hubo una y a 25 mL

con dos y tres.
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Los niveles Optimos obtenidos de todos los factores evaluados en la extraccion
convencional fueron fijados para los experimentos de la extraccion asistida por ultrasonido

y asistida con ultrasonido-microondas.

6.3.2 Extraccion convencional de compuestos fendlicos y betalainas de frutos
de jiotilla

- Efecto del tipo de disolvente y del nUmero de extracciones.

Con la finalidad de obtener el mayor contenido de los compuestos funcionales presentes
en los frutos de jiotilla se evalud inicialmente la extraccion convencional. Se realizaron dos

experimentos independientes cada uno con un disefio completamente al azar.

En el primer experimento se comparoé el efecto del tipo de solvente (X: metanol 80% (v/v),
etanol 50% (v/v), agua). La extraccion se realizé siguiendo la metodologia propuesta por
Garcia-Cruz et al.,, (2013) con algunas modificaciones, se pesaron 2 g de muestra
congelada se dejaron en agitacion con 20 mL de disolvente por 20 min. Posteriormente, el
extracto se centrifugd a 12 096 g durante 10 min, el sobrenadante se recuperé y el pellet
fue empleado para una segunda extraccion idéntica a la primera. Finalmente, los
sobrenadantes se unieron y se aforaron a 50 mL. Los extractos fueron almacenados a -70

°C hasta su andlisis.

En el segundo experiento se evalué el efecto del nUmero de extracciones (X: una, dos y
tres extracciones). Se pesaron 2 g de muestra y se dejaron en agitacion con 20 mL de
etanol 50% (v/v) por 10 min. Posteriormente, el extracto se centrifugb a 12 096 g durante
10 min, el sobrenadante se recupero y aforé. Para los ensayos con dos y tres extracciones,

el pellet fue empleado para una segunda y una tercera extraccion idéntica a la primera.

Con los resultados obtenidos se fijaron algunas condiciones experimentales tales como el

tipo de disolvente y nimero de extracciones.

- Efecto del tiempo de extraccion, concentracién de disolvente y la relacién peso:

volumen

Se realiz6 un experimento factorial 22en el que se evalué el efecto del tiempo de extraccion
(X1: 10, 20 min), concentracion de disolvente (X2: 30, 60% (v/v)) y relacién peso: volumen
(Xs: 1:5, 1:10 p:v). Lo anterior, con la finalidad de identificar los factores estadisticamente
significativos y que deberian ser tenidos en cuenta en el experimento de optimizacion. Para

la extraccion, los gramos de muestra se dejaron en agitacién con el disolvente segun el
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tiempo correspondiente. Posteriormente, el extracto se centrifugé a 12096 g durante 10
minutos, el sobrenadante se recupero y el pellet fue empleado para una segunda extraccion
idéntica a la primera. Para cada corrida experimental se varié el tiempo de extraccién, el
volumen y la concentracion de disolvente de acuerdo con los niveles de cada factor

correspondiente.

- Optimizacion del proceso de extraccion convencional empleando el modelo Disefio

Central Compuesto

Debido a que todos los factores evaluados en el disefio factorial 23 resultaron ser
estadisticamente significativos, se emplearon los datos experimentales y se completé con
los tratamientos complementarios para obtener un experimento de optimizacién multiple
empleando un modelo central compuesto (DCC), este modelo es un factorial 2k con su
origen en el centro, ademas tiene 2k corridas axiales o puntos estrella con los cuales se
generan los términos cuadraticos. Se evalué el efecto del tiempo de extraccién (Xi: 6.5, 10,
15, 20, 23.4 min), concentracion de disolvente (X2: 19.8, 30, 45, 60, 70.2% (v/Vv)) y relacion
peso: volumen (Xsz: 1:3.3, 1.5, 1:7.5, 1:10, 1:11.7 p: v).

De acuerdo con el modelo y el numero de factores se llevaron a cabo 16 corridas

experimentales, las cuales se indican a continuacion:

Corrida X1 X2 X3
tiempo Etanol Relacién
(min) (% viv) (p:v)
1 20 60 1:10
2 15 45 1:75
3 6.5 45 1:75
4 15 45 1:.3.2
5 10 30 1:10
6 15 70 1.7.5
7 20 30 15
8 23.4 45 1:75
9 20 30 1:10
10 15 45 1.7.5
11 15 20 1:75
12 15 45 1:11.7
13 10 30 1.5
14 10 60 1:10
15 20 60 1:5
16 10 60 1.5
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6.3.3 Extraccién no convencional de compuestos fendélicos y betalainas de

frutos de pitaya de mayo vy jiotilla.

6.3.3.1 Extraccion asistida con ultrasonido
De acuerdo con las ventajas que proporciona este método de extraccion, se realiz6 un
experimento con un disefilo completamente al azar en el cual se evalto el tiempo de
extraccion (X: 1, 3 min) empleando un equipo (SONICS vibra cell TM, 20 kHz, model
VCX130PB) manteniendo una amplitud fija (80%) con una frecuencia de 20 kHz.

6.3.3.2 Extraccion asistida con ultrasonido-microondas
Para la evaluacion de la extraccion con ultrasonido-microondas se emple6 un equipo CW-
2000A (Ultrasonic-Microwave Cooperative 34 Extractor/Reactor). Se realizé un experimento
factorial 22 de dos factores con dos niveles cada uno, los factores fueron el tiempo de

extraccion (Xi: 5, 10 min) y la potencia del equipo (X2: 600, 800 W).

6.4 Caracterizacion de los extractos

6.4.1 Determinacion del contenido de betalainas
La determinacion del contenido de betalainas se realiz6 a través de analisis
espectrofotométrico, siguiendo la metodologia propuesta por Castellanos-Santiago y Yahia
(2008). Para esta determinaciébn se tomaron alicuotas del jugo empleado para la
caracterizacion inicial de los frutos o extracto y la absorbancia de las muestras fue leida a
480 y 535 nm. La cuantificacion de betaxantinas y betacianinas se evaluaron como

equivalentes de indicaxantina y betanina, respectivamente, mediante la ecuacion:

BC o BX ( mg ) __ AxDF+MW=V

100 g pf)  exlsw *100 (2)

Betalainas= betacianinas + betaxantinas

Donde;

BC o BX : Son betacianinas o betaxantinas.
A: Es el valor de maxima absorbancia a 483 y 538 nm
DF: Es el factor de dilucion
MW es el peso molecular (indicaxantina: 308 g/mol y betanina: 550g/mol)
€: Es el coeficiente de extincion molar
indicaxantina: 48,000 Lmol-‘cm™ y betanina:60,000 Lmol*cm?
[: longitud del paso 6ptico (1 cm)
V. Volumen de solucion
W: Peso de pulpa
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6.4.2 Determinacion del contenido de compuestos fendlicos totales
La determinacion del contenido de compuestos fendlicos totales (CFT) se realizo
empleando la técnica propuesta por Singleton et al. (1999) con algunas modificaciones. Se
tomaron 200 pL del extracto, se mezclaron con 1000 pL de la solucién de Folin-Ciocalteu y
se incub6 durante 1 min la reaccion, se adicionaron 800 pL de una solucion de carbonato
de sodio (7.5 % (m/v)), posteriormente, se dejé en la oscuridad durante 90 min y finalmente,
se determiné la absorbancia a 765 nm. Se realiz6 una curva estandar con acido galico para
la cuantificacion (25 a 100 pg/mL). El contenido de compuestos fendlicos totales se expreso

como mg de acido galico (EAG)/100 g de peso fresco.

6.4.3 Semisintesis y purificacion de betaxantinas
La semisintesis de BX se realiz6 siguiendo la metodologia de Castellanos-Santiago y Yahia
(2008) con algunas modificaciones. Se sintetizaron la vulgaxantina | y la indicaxantina con
el objetivo de utilizarlas para identificar estas BX en el extracto de pulpa de jiotilla. Se
mezclaron 10 mg de betanina con 1 mL de hidréxido de amonio (3 N) se agité en vortex
hasta su completa disolucién, se midié la formacion de acido betaldmico mediante la
absorbancia de la mezcla a 420 nm durante 45 min a temperatura ambiente. Para la
semisintesis de la vulgaxantina I, el 4cido betaldmico resultante se mezcl6 con glutamina
en una proporcion molar de 1:10, respectivamente. Se sigui6 la absorbancia a 483 nm de
20 a 60 min. El producto de la reaccién se concentré utilizando un evaporador rotatorio
(BUCHI R-200, Bafio de Calentamiento B-490 y Bomba de Vacio V-100 de BUCHI) a 30 °C
y el residuo sélido se resuspendié en 1 mL de agua. A continuacion se purificaron las
betaxantinas en una columna de vidrio (1 cm de didmetro interior x 46 cm de longitud)
utilizando 3 g de fase inversa C18 (7 cm de altura). La columna se activé primero eluyendo
con 5 volumenes de metanol, seguido de 5 volimenes de agua acidificada con acido
trifluoroacético (TFA) concentrado (pH 2). Se afadi6 el producto de la reaccion, la
vulgaxantina |, y se eluyé con 2 volimenes de metanol en la columna. En este paso, se
control6 el pH del eluyente para asegurarse de que oscilaba entre 6 y 7. Se utilizé el mismo
procedimiento para la semisintesis de indicaxantina, pero utilizando L-prolina como

aminodcido.

6.4.4 Identificacion de betalainas y compuestos fenélicos mediante HPLC
Con la finalidad de caracterizar las betalainas y compuestos fendlicos presentes en los

extractos obtenidos de pitaya de mayo Yy jiotilla, en colaboracién con el Laboratorio de
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Biomacromoléculas 2 del Instituto de Quimica de la UNAM se realiz6 el analisis por HPLC

de los extractos obtenidos por extraccion convencional.

Para la identificacion de betalainas y compuestos fendlicos de los extractos, se utilizé un
equipo de HPLC con una columna Zorbax Eclipse XDB (4.6 mm x 250 mm, 5 um) y un
detector UV/Vis.

El andlisis de betalainas por HPLC se realizd siguiendo la metodologia propuesta por
Garcia-Cruz et al., (2017) con algunas modificaciones. Las condiciones de la fase movil
fueron A (agua acidificada con 0.1% (v/v) de acido férmico) y B (acetonitrilo acidificado con
0.1% (v/v) de acido férmico). El gradiente de elucién consistié en: 0-10% B (0-25 min), 10-
15% B (25-34 min), 15-18% B (34-43 min), 18-50% B (43-60 min), a una velocidad de flujo
de 0,5 mL/min. La identificacibn de BX en los extractos se hizo a 480 nm utilizando la
vulgaxantina I, la indicaxantina y la isoindicaxantina obtenidas por sintesis quimica como
estandares, y a 535 nm para la deteccion de BC, utilizando un estandar comercial de

betanina y su isémero la isobetanina (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA).

El analisis de compuestos fendlicos por HPLC se realiz6 siguiendo la metodologia
propuesta por Ramirez-Lopez y DeWitt (2014) con algunas modificaciones. Las condiciones
de la fase mévil fueron A (agua acidificada con 0.1% (v/v) de acido férmico) y B (acetonitrilo
acidificado con 0.1% (v/v) de acido férmico) con la siguiente elucion en gradiente: 8-15% B
(0-5 min), 15-60% B (5-45 min), 60% B (45-55 min) y regreso a las condiciones iniciales 8%
B (55- 60 min), a una velocidad de flujo de 0.7 mL/min. La identificacién de los compuestos
fendlicos de los extractos se realizé a 280 y 370 nm, utilizando como estandares de
compuestos fendlicos que han sido reportado en la familia de las cactaceas como el
kaempferol, la quercetina, la rutina, la isorhamnetina, la miricetina, la naringenina, la
taxifolina, la catequina, la epicatequina y los acidos fendlicos acido p-cumarico, acido
ferdlico, &cido cafeico, acido 3,4-dihidroxibenzoico y acido galico (Sigma-Aldrich Co., St.
Louis, MO, USA).

6.4.5 Determinacion de capacidad antioxidante in vitro
La determinacion de la capacidad antioxidante in vitro se realiz6 empleando los métodos

de ABTS y DPPH, a continuacion se describen cada uno de estos.
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6.4.5.1 Capacidad antioxidante por ABTS (4cido 2,2'- [3- etil
benzotiazolin-6-sulfénico])

La evaluacion de la capacidad antioxidante empleando el radical ABTS se realizé siguiendo
la metodologia propuesta por Re et al. (1999) con algunas modificaciones. La generacion
del radical ABTS ™ se obtuvo mediante la reaccién de persulfato de potasio 2.45 mM con
una solucién 7 mM de ABTS por 16 h en la oscuridad. Una vez formado el radical se ajusto
la absorbancia de la solucién a 0.7 + 0.01 a 734 nm. El ensayo consistié en colocar 100 pL
de la muestra con 1000 pL del radical ABTS™* dejando reaccionar por 10 min,
posteriormente se evalué el cambio de la absorbancia a 734 nm. Los resultados se

expresaron como pumol equivalentes de Trolox / g pf.

6.4.5.2 Capacidad antioxidante por DPPH (2,2-Difenil-1-Picrilhidrazilo)
Para la evaluacion de la capacidad antioxidante por el método de DPPH se siguid la
metodologia reportada por Brand-Williams et al. (1995) con algunas modificaciones. Se
prepar6 una solucion 1mg/mL del radical DPPH. Posteriormente, se ajustdé a 1.1 + 0.01. la
absorbancia de la solucién con metanol. Para el ensayo se colocaron 50 pL de la muestra
y 950 L de la solucion ajustada de DPPH. Después de 30 min en oscuridad se evalué el
cambio en la absorbancia a 515 nm. Los resultados se expresaron como umol equivalentes

de Trolox / g pf.

6.5 Efecto del extracto de frutos de jiotillaen C. elegans
6.5.1 Manipulaciéon y mantenimiento de C. elegans

La cepa nativa Bristol N2 del nematodo C. elegans se obtuvo del Centro de Genética de
Caenorhabditis (CGC, Universidad de Minnesota, Minneapolis, Estados Unidos). Los
gusanos se mantuvieron a 20°C en placas de Petri de 35 mm que contenian 3 mL medio
sélido de crecimiento de nematodos (NGM), utilizando E. coli OP50 inactiva como fuente
de alimento. Se utilizaron gusanos sincronizados en todos los ensayos de resistencia a
estrés, fertilidad, periodo de vida y movilidad. Treinta gusanos adultos (tercer dia de vida,
adultos jovenes), se transfirieron a placas de Petri que contenian NGM y E. coli OP50. Los

gusanos se retiraron después de 4 h y sélo se dejaron en la placa los huevos sincronizados.

6.5.2 Ensayo de resistencia al estrés oxidante
El ensayo de resistencia a estrés oxidante se realizé siguiendo la metodologia reportada
por Gémez-Linton et al. (2021) con algunas modificaciones. Veintidés gusanos adultos
jovenes fueron transferidos a placas Petri con NGM, E. coli OP50 inactiva y 100 pL de

tratamiento que corresponde al extracto optimizado y obtenido con metodologia
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convencional. Se evaluaron cuatro concentraciones del extracto etandlico de jiotilla (0.05,
1, 2y 3.43 mg de extracto seco/ mL), un control negativo (agua) y una solucién de betanina
de 300 uM (0.17 mg/mL), la concentracion de betanina se fijé con base a estudios previos
de Guerrero-Rubio et al. (2019). Los gusanos se trataron durante 48 h y luego se
transfirieron a nuevas placas con NGM y peréxido de hidrégeno 1.5 mM como inductor del
estrés oxidante. Los gusanos se mantuvieron a 20°C durante 4 h y a continuacion se
determin6 el numero de gusanos muertos. Se realizaron cuatro experimentos

independientes para cada tratamiento.

6.5.3 Ensayo de resistencia al estrés térmico
Se transfirieron 22 gusanos adultos jovenes a placas Petri con NGM, E. coli OP50 inactiva
y 100 uL de tratamiento. Se probaron cuatro concentraciones de extracto etandlico de jiotilla
(0.05, 1, 2 y 3.43 mg de extracto seco/mL), un control negativo (agua) y una solucién de
betanina de 300 uM (0.17 mg/mL). Los gusanos se trataron durante 48 h a 20°C y a
continuacién se sometieron a estrés térmico a 35°C, de acuerdo con la metodologia
propuesta por Gomez-Linton et al. (2021). Los gusanos que permanecieron vivos después
de seis h fueron monitoreados cada hora hasta que todos murieron. Se realizaron cuatro

experimentos independientes.

6.5.4 Ensayo de resistencia al estrés por radiacién ultravioleta
El ensayo se realiz6 siguiendo la metodologia reportada por Gomez-Linton et al. (2021) con
algunas modificaciones. Veintidds gusanos adultos jévenes se transfirieron a placas Petri
con NGM, E. coli OP50 inactiva y 100 pL de tratamiento. Se probaron cuatro
concentraciones de extracto etandlico de jiotilla (0.05, 1, 2 y 3.43 mg de extracto seco/mL),
un control negativo (agua) y una solucion de betanina de 300 puM (0.17 mg/mL). Los
gusanos se trataron durante 48 h a 20°C y luego se sometieron a radiaciéon UV durante 2.9
min (UVC a 254 nm, 100 pJ/cm?) utilizando una camara de radiacién (Crosslinker UVC-500,
Hoefer, Massachusetts, EE. UU.). Después del estrés, los nematodos se incubaron a 20°C
durante 24 h vy, transcurrido este tiempo, se realizé una determinacién contando los

nematodos que sobrevivieron. Se realizaron cuatro experimentos independientes.

6.5.5 Ensayo de fertilidad
Para el ensayo de fertilidad se coloc6 un nematodo en cajas Petri que contenian NGM, E.
coli OP50 inactiva 'y 100 pL de tratamiento. Se probaron las dos concentraciones de extracto
etandlico de jiotilla que habian tenido efecto en los ensayos de resistencia a dististos tipos

de estrés (2 y 3.43 mg de extracto seco/mL), un control negativo (agua) y una solucion de
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betanina de 300 pM. Los nematodos se mantuvieron a 20 °C y se transfirieron cada dia a
cajas nuevas durante los primeros 7 d de la edad adulta. Se cont6 la progenie producida

cuando las larvas alcanzaron la etapa L3.

6.5.6 Ensayo de periodo de vida y toxicidad
El ensayo de periodo de vida se realizé siguiendo la metodologia propuesta por Hong Fang
et al. (2017) con algunas modificaciones. Veinticinco gusanos en etapa L4 fueron
transferidos a placas de Petri con NGM, E. coli OP50 inactiva y 100 pL de tratamiento. Para
el experimento se evaluaron tres concentraciones del extracto etandlico de jiotilla (2; 3.43 y
10 mg/mL), un control negativo (agua) y una solucién de betanina de 300 uM. Los gusanos
se transfirieron diariamente a placas nuevas durante los primeros 6 d y en dias alternos
hasta terminar el experimento (aproximadamente 30 d totales). La viabilidad de los
nematodos se comprobd diariamente y los nematodos se consideraron muertos cuando no
se observo practicamente ninguna reaccion a un ligero toque, a continuacion se determiné
el numero de gusanos muertos. Los experimentos se realizaron a 20 °C. Se realizaron

cuatro experimentos independientes para cada tratamiento.

6.5.7 Ensayo de movilidad
El ensayo de movilidad se realiz6 siguiendo la metodologia propuesta por Chen et al. (2019)
con algunas modificaciones. El ensayo fue similar a los ensayos del periodo de vida,
veinticinco gusanos en etapa L4 fueron transferidos a placas de Petri con NGM, E. coli
OP50 inactiva y 100 pL de tratamiento. Se determind la movilidad en los dias 1, 6, 10, 14,17
y 22 d. El movimiento se clasificé como "A" (movimiento sinusoidal, simétrico y espontaneo),
"B" (movimiento menos suave y descoordinado), o "C" (balanceo sélo de la cabeza o la
cola). Los experimentos se realizaron a 20 °C. Se realizaron cuatro experimentos

independientes para cada tratamiento.

6.6 Analisis estadistico

Los experimentos se llevaron a cabo por triplicado, excepto los ensayos in vivo, que se
realizaron por cuadruplicado. Los resultados de los analisis fisicoquimicos, la evaluacién de
los factores en el proceso de extraccion y la comparacion de los resultados entre los
métodos de extraccion se presentaron como media + desviacion estandar y se analizaron
utilizando el software estadistico NCSS 12 (2018) (Kaysville, Utah, EE. UU.) mediante un
analisis de la varianza (ANOVA) con un o< 0,05. El analisis de datos para la optimizacion

se realizé con el programa estadistico R (R Core Team, 2020), y el paquete 'desirability’

52



(Kuhn, 2016). Para el andlisis en el nematodo C. elegans se realizé una prueba t utilizando
Prism, Graphpad 5.1 Software (Inc., San Diego, CA, USA) con un a< 0,05.
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7. Resultados

7.1 Caracterizacion fisicoquimica de los frutos de pitaya de mayo (Stenocereus
pruinosus) y jiotilla (Escontria chiotilla)

En el Cuadro 5 se presentan los resultados de la caracterizacion fisicoquimica de los frutos
de pitaya de mayo Yy jiotilla provenientes del Estado de Oaxaca. De acuerdo con los
resultados la pitaya de mayo tiene un mayor pH y porcentaje de humedad en comparacion
con la jiotilla, mientras que, la pitaya de mayo tiene un menor porcentaje de contenido de
sélidos solubles totales y acidez titulable que la jiotilla. Los parametros fisicoquimicos
obtenidos para los frutos de jiotilla se encuentran entre los valores reportados para frutos
de la misma especie proveniente del estado de Puebla (Sandate-Flores et al., 2020).
Mientras que para el caso de pitaya de mayo todos los valores son ligeramente inferiores a
los reportados en frutos de la misma especie variedades roja y naranja originarias de
Puebla, los investigadors reportaron un rango de sélidos solubles totales entre 9-11, una
acidez titulabe entre 0.14-0.17% y un pH entre 5.7- 5.8 (Garcia-Cruz et al., 2016).

El contenido de betacianinas, betaxantinas, betalainas totales, compuestos fendlicos
totales y la capacidad antioxidante in vitro de los frutos de jiotilla y pitaya de mayo se
presentan en el Cuadro 5. Se observé que tanto la pitaya de mayo como la jiotilla tienen
mayor contenido de betaxantinas respecto a las betacianinas. Resultados similares han
sido reportados anteriormente por Soriano-Santos et al. (2007), quienes determinaron que
el jugo de jiotilla del Estado de Oaxaca present6 60% de contenido de betaxantinas y 40%
de betacianinas. Ademas, como se observa en el Cuadro 5, el contenido de todos los
compuestos funcionales, asi como la capacidad antioxidante resulté ser mayor en los frutos
de jiotilla en comparacion con la pitaya de mayo debido a su mayor contenido de
compuestos antioxidantes. El contenido de betalainas totales y compuestos fendlicos
totales en ambas especies fue mayor al reportado en frutos de Stenocereus stellatus

variedades blanca, morada y naranja del Estado de Oaxaca (Cervantes Arista et al., 2020).
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Cuadro 5. Caracterizacioén fisico-quimica de los frutos de pitaya de mayo y jiotilla.

Pitaya de mayo Jiotilla

pH 5.02 + 0.03 3.86 + 0.04
°Brix 8.03+ 0.15 13.83+0.29
% Acidez titulable 0.08 £ 0.002 0.58 + 0.007
%Humedad 85.9+0.01 79.8 £ 0.01
Betacianinas 7.00 £ 0.26 20.72£1.24
[mg betanina/ 100 g pf]
Betaxantinas 14.67 £ 0.27 25.44 +1.46
[mg indicaxantina/ 100 g pf]
Betalainas totales 21.68 £ 0.48 46.17 + 2.69
[mg /100 g pf]
Compuestos fendlicos totales 19.05 + 1.58 41.97+1.94
[mg EAG/100 g pf]
Capacidad antioxidante (ABTS) 1.06+0.05 5.42+0.45
[umol equivalente Trolox / g pf]

0.016 + 0.001 0.211 £ 0.025

Capacidad antioxidante (DPPH)
[umol equivalente Trolox / g pf]

pf: Peso fresco

EAG: Equivalentes de acido gélico

Ademas, para identificar la presencia de los compuestos de interés, se obtuvieron los

barridos espectrales del jugo de los frutos de pitaya de mayo y jiotilla (Fig. 4). En los barridos

espectrales de ambos frutos se identificaron tres picos de maxima absorbancia, el primero

en la regién ultravioleta a 270 nm, el segundo a 490 nm y el tercero a 535 nm, de acuerdo

con la literatura corresponden a compuestos fenélicos (270nm), betaxantinas (490nm) y

betacianinas (540nm), respectivamente (Ajila et al., 2011; Herbach et al., 2006).
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Figura 4. Barrido espectral de: A) pitaya de mayo (Stenocerus pruinosus) y B) jiotilla
(Escontria chiatilla). Longitudes de onda analizadas 200- 650 nm.

A continuacioén se presentan primero los resultados de los experimentos realizados para la
evaluacién de los métodos de extraccién de betalainas y compuestos fendlicos de pitaya
de mayo y subsecuentemente los de jiotilla.

7.2 Evaluacion de los métodos de extraccion en la obtencién de compuestos
funcionales de pitaya de mayo (Stenocereus pruinosus)

Evaluacién del proceso de extraccion convencional.

En la primera etapa se evalué el proceso de extraccion convencional en la obtencion de los

compuestos funcionales de pitaya de mayo.

-Efecto del estado de la materia prima: pulpa fresca y liofilizada de frutos de pitaya

de mayo

La comparacion de los resultados del proceso de extraccién a partir de pulpa de pitaya
fresca vy liofilizada (Cuadro 6) mostré que el extracto con la muestra fresca presenté un
mayor contenido de compuestos fendlicos. Lo anterior pudo deberse a que se observo que
la pulpa fresca del fruto tiene un tamafio de particulas pequefio que facilité el contacto con
el disolvente y la extraccion de los compuestos funcionales; por el contrario, la pulpa
liofilizada presentaba aglomerados producidos por la pérdida del agua y un contenido
concentrado de azucares en la matriz que dificultan el proceso de extraccion. Por lo tanto,
en experimentos posteriores de extraccion se continué empleando pulpa fresca de pitaya

de mayo.
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Cuadro 6. Contenido de betalainas, compuestos fendlicos y capacidad antioxidante in vitro
de extractos de pulpa fresca vy liofilizada de frutos de pitaya de mayo.

Pulpa Fresca Pulpa

Liofilizada
Betacianinas 1743 +1.882% 17.48+1.94°2
[mg betanina/100 g pf]
Betaxantinas 27471498 27.12+435°%
[mg indicaxantina/100 g pf]
Betalainas 4491 +£3.352 44.60 £6.38 2
[mg /100 g pf]
Compuestos fendlicos 73.47+1.21% 63.31+2.14°
[mg EAG/100 g pf]
Capacidad antioxidante (ABTS) 3.48+0.31%2 3.04+0.122

[umol equivalente Trolox / g pf]

Capacidad antioxidante (DPPH) 2.24 £0.122 1.19+0.13°
[umol equivalente Trolox /g pf]

pf: Peso fresco

EAG: Equivalentes de acido gélico

- Efecto del tipo de disolvente en la extraccién de compuestos funcionales de frutos

de pitaya de mayo

Al comparar el efecto del tipo de disolvente (Cuadro 7), se observd que la extraccion con
etanol 50 % (v/v) presentd el mayor contenido de compuestos fendlicos que correlacion6
con el incremento de la capacidad antioxidante. Por otra parte, no hubo diferencia
estadisticamente significativa en el contenido de betaxantinas y betalainas totales entre los
extractos obtenidos con las soluciones de metanol 80% (v/v), etanol 50% (v/v) y agua. El
contenido de betacianinas y betaxantinas, asi como la capacidad antioxidante fueron
mayores a las reportadas en la literatura en otros frutos de cactdceas como Myrtillocactu
geometrizans de Guanajuato, México (Herrera-Hernandez et al., 2011). De acuerdo con los
reportes de la literatura la extraccion de los compuestos fendlicos y las betalainas se ve

mejorada con soluciones acuosas y se disminuye su rendimiento al emplear solventes
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puros como el etanol, lo anterior debido a la polaridad de los solventes y la afinidad de esta
con la polaridad de los compuestos (de Souza et al., 2015).
Cuadro 7. Contenido de betalainas, compuestos fendlicos y capacidad antioxidante in vitro

en extractos de pitaya de mayo. Efecto del tipo de disolvente metanol 80% (v/v) y etanol
50% (v/v) y agua.

Metanol 80% (v/v) Etanol 50% (v/v) Agua
Betacianinas 20.23+1.92% 19.21+£1.20° 23.12+1.24°2
[mg betanina/100 g pf]
Betaxantinas 32.35 + 2.09% 29.39+3.30% 29.68+1.36°%
[mg indicaxantina/100 g pf]
Betalainas 5258+ 3.7% 48.61+3.982 52.79+2252
[mg /100 g pf]
Compuestos fendlicos 58.23+4.3°" 70.61+3.392 55.38 + 3.38
[mg EAG/100 g pf]
Capacidad antioxidante (ABTS) 222+0.16° 3.75+£0.072 3.33+0.18°

[umol equivalente Trolox / g pf]

Capacidad antioxidante (DPPH) 0.64+0.09° 249+0.362 1.27 +0.14°
[umol equivalente Trolox /g pf]

pf: Peso fresco
EAG: Equivalentes de acido gélico

- Optimizacion. Metodologia de superficie de respuesta, disefio Box Benhken para la

extraccion de compuestos funcionales de frutos de pitaya de mayo

Los resultados del contenido de betalainas, compuestos fendélicos, capacidad antioxidante
de extractos de frutos de pitaya de mayo de los 15 tratamientos del disefio Box Benhken de

superficie de respuesta se presentan en el Cuadro 8.
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Cuadro 8. Método de superficie de respuesta (RSM) y resultados de BX, BC, BET, CFT y
capacidad antioxidante por los métodos ABTS y DPPH.

X X5 X Capacidad

. 1 . 3 1 1

Tratamiento o0, Ratio EOH  BX  BC | BET  CcFy _ onhoxidante

. (m:v)
(min) (% viv) ABTS DPPH

1 10 1:2.5 60  36.60 17.42 54.02 46.87 3.44  1.39
2 20 1:2.5 60 3559 17.45 53.04 50.22 4.019 1.36
3 10 1:10 60 3858 17.33 5591 60.69 3.60  0.99
4 20 1:10 60  41.69 17.87 5957 56.39 3.212  1.06
5 10 1:6.25 30 | 37.46 19.16 56.62 59.48 551  1.30
6 20 1:6.25 30 4001 2035 60.36 59.62 513  1.29
7 10 1:6.25 90 3742 1474 5256 5349 436  1.19
8 20 1:6.25 90 | 37.92 16.62 5454 5159 3.67 1.24
9 15 1:2.5 30 3750 19.28 56.78 51.89 411  1.10
10 15 1:10 30  40.14 20.37 60.50 6164 361  0.65
11 15 1:2.5 90 3248 14.78 47.26 4124 359  1.13
12 15 1:10 90 3359 1271 43.80 4589 294  0.46
13 15 1:6.25 60 | 36.53 1597 5249 5069 3.95 152
14 15 1:6.25 60 | 39.79 20.28 60.07 5749 514  1.53
15 15 1:6.25 60  39.78 19.88 59.67 56.43 4.85 1.8

BX:mg indicaxantina / 100 g pf

BC: mg betanina/ 100 g pf

BET: mg/ 100 g pf

CFT: mg EAG/ 100 g pf

ABTS: pumol equivalente Trolox /g pf

DPPH: pumol equivalente Trolox /g pf

pf: Peso fresco

EAG: Equivalentes de acido gélico

Los modelos estadisticos obtenidos para los contenidos de las betalainas, betaxantinas,

betacianinas, compuestos fendlicos y capacidad antioxidante se presentan en el Cuadro 9.

Los modelos presentaron coeficientes de determinacién con valores de 0.76, 0.71, 0.79,

0.88, 0.76 y 0.85 respectivamente. Lo que significa que los modelos explican entre un 71y

88% a las variables respuesta estudiadas.
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Cuadro 9. Modelos mateméticos para la optimizacion de la extracciébn convencional de
betalainas, betaxantinas, betacianinas, compuestos fendlicos y capacidad antioxidante en
frutos de pitaya de mayo.

Variable Modelo Coeficiente de
respuesta determinacién
R2
Betacianinas Y=57.41+1.05X1+1.08X2-4.51X3+1.16X1X>- 0.76
0.44X1X3-1.79X2X3+1.08X1%-2.86X,2-2.47X3?
Betaxantinas Y=39.22+0.64X1+1.47X2-1.71X3+1.03X1X>- 0.71
1.49X52-1.41X342
Betalainas Y=18.63-0.08X2-2.54X3-0.79X>X3-1.06X2- 0.79
0.85X3?
Compuestos Y = 54.87-0.34X1+4.29X>-5.05X3 -1.91 X1 X>- 0.88
fendlicos +2.36X12-3.52X?
Capacidad Y=4.65-0.11X;-0.22X5-0.48X3-0.24 X1 X>- 0.76
antioxidante 1.09X5?
(ABTS)
Capacidad Y=1.54+0.01X;-0.23X2-0.04 X3+ 0.02X1 X+ 0.85
antioxidante 0.02X1X3-0.05X2X3+0.04X12-0.38X22-0.32X3?
(DPPH)

Optimizacién multiple en la extraccién de compuestos funcionales en frutos de pitaya

de mayo

Una vez obtenidos los modelos para cada una de las variables respuesta (betacianinas,

betaxantinas, betalainas totales, compuestos fendlicos y capacidad antioxidante) se realizo

un proceso de optimizacién maltiple. El punto 6ptimo para la extraccion del mayor contenido

tanto de compuestos funcionales como de capacidad antioxidante se obtuvo con dos

extracciones seguidas, cada una con un tiempo de 10 min, con etanol 30% (v/v) y con una

relacion 1:6.25 m: v. A continuacion se presentan los valores te6ricos y experimentales en

las condiciones 6ptimas. Como se observa en el Cuadro 10, el punto éptimo obtenido

mediante la optimizacion multiple se verifico de forma experimental, resultando en valores

tedricos que quedan en el rango de los valores experimentales.
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Cuadro 10. Contenido de betacianinas, betaxantinas, betalainas, compuestos fendlicos y
capacidad antioxidante in vitro en las condiciones Optimas del proceso de extraccion
convencional en frutos de pitaya de mayo.

Valores Valores
tedricos experimentales
Betacianinas 19.86 20.27 £1.45
[mg betanina/100 g pf]
Betaxantinas 39.76 39.09 £ 2.22
[mg indicaxantina/100 g pf]
Betalainas 59.38 59.46 + 3.47
[mg /100 g pf]
Compuestos fendlicos 60.01 58.54+1.70
[mg EAG/100 g pf]
Capacidad antioxidante (ABTS) 5.05 452 +0.42
[umol equivalente Trolox / g pf]
Capacidad antioxidante (DPPH) 1.47 1.93+0.18

[umol equivalente Trolox /g pf]

pf: Peso fresco

EAG: Equivalentes de acido galico
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Efecto del nUmero de extracciones.

Los resultados del efecto del nUmero de extracciones se presentan en el Cuadro 11. De
acuerdo con los resultados, se confirmd que dos etapas de extraccidon consecutivas
permiten obtener 15.21% mas del contenido de betacianinas (19.85 + 0.99 mg betanina/100
g pf),13.85% mas de betalainas (56.96 + 3.54 mg/100 g pf), 19.99% mas de compuestos
fendlicos (60.97 + 4.74 mg EAG/100 g pf) y capacidad antioxidante 5.95 + 0.24 pmol
equivalente Trolox /g pf y 2.61 £ 0.08 pmol equivalente Trolox /g pf por ABTS y DPPH
respectivamente. Por otro lado, no hubo diferencia estadisticamente significativa en el
contenido de betacianinas, betaxantina, betalainas y compuestos fendlicos al incrementar

a tres el nimero de extracciones.

Estos resultados podrian sugerir que durante la primera etapa de extraccion pudo haberse
saturado el disolvente y la renovacion de este en la segunda etapa permitié obtener la
totalidad de los betalainas y compuestos fendlicos que estaban disponibles para ser
extraidos en las condiciones de temperatura ambiente en la que se llevé a cabo el proceso.
Realizar una triple extraccion no condujo a mejorar resultados y por el contrario si
incrementd el consumo de energia y disolvente, por lo que emplear dos etapas de
extraccién convencional consecutivas resultd ser el nUmero adecuado para favorecer la
transferencia de masa, garantizar la extraccion de los compuestos funcionales y hacer el

mejor uso de recursos energéticos y reactivos.
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Cuadro 11. Contenido de betalainas, compuestos fendlicos y capacidad antioxidante in
vitro en extractos de pitaya de mayo obtenidos con extraccion convencional, evaluacion del

efecto del numero de extracciones.

UNA DOS TRES

EXTRACCION EXTRACCIONES EXTRACCIONES
Betacianinas 17.23+0.62° 19.85+0.992 19.78+0.82 2
[mg betanina/100 g pf]
Betaxantinas 32.81+2.042 37.10+ 2792 36.17+2.082
[mg indicaxantina/100 g pf]
Betalainas 50.03 £1.98° 56.96 + 3.54% 55.95 +3.12 2
[mg /100 g pf]
Compuestos fendlicos 50.81 + 2.48°" 60.97 £ 4.74 2 57.64 + 2.06 @
[mg EAG/100 g pf]
Capacidad antioxidante (ABTS) 565+051°2 5.95+0.242 3.55+0.31°
[umol equivalente Trolox / g pf]
Capacidad antioxidante (DPPH) 2.16+£0.06° 2.61+0.08° 3.04+0.312

[umol equivalente Trolox /g pf]

pf: Peso fresco

EAG: Equivalentes de acido galico
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Evaluacién del proceso de extraccién no convencional en pitaya de mayo.

- Extraccién asistida con ultrasonido en sonda de compuestos funcionales de frutos

de pitaya de mayo

En la extraccion asistida con ultrasonido mediante la aplicacion continua de sonicacion con
sonotrodo, se realizé un Unico experimento con un disefio completamente al azar variando
un anico factor: el tiempo de extraccion (1 y 3 min, en los que los extractos alcanzaron
temperaturas finales de 37 y 47°C, respectivamente). De acuerdo con los resultados
(Cuadro 12), se obtuvo 13.50% mayor contenido de compuestos fendlicos por efecto del
ultrasonido, mientras que estd tecnologia de extraccion no mejoré el contenido de
betacianinas, betaxantinas, betalainas ni la capacidad antioxidante de los extractos. El
incremento de la temperatura en combinacién con el proceso de cavitacion producido por
la sonicacién con sonotrodo contribuy6 a romper la membrana mejorando la extraccién de
los compuestos fendlicos. Ademas, las temperaturas alcanzadas no afectaron la extraccion

de compuestos termolabiles como las betalainas.

Los resultados obtenidos para todas las variables respuesta son similares a los reportados
por Garcia-Cruz et al. (2016), quienes realizaron un proceso de extraccion consecutiva con
sonicacion en bafio y con maceracion/ agitacion, con metanol 80% como disolvente. En sus
resultados determinaron un contenido de compuestos fendlicos de 53.6 + 6.9y 42.2 + 6.9
mg EAG / 100 g pf en pitaya de mayo roja y naranja; un contenido total de betalainas de
55.9+6.5y42.4 + 4.8 mg/ 100 g pf y actividad antioxidante por ABTS de 4.9 + 0.28 y 3.46
+ 0.47 umol equivalente Trolox / g pf para los frutos de pitaya roja y naranja,
respectivamente. Asi, mismo se ha reportado los compuestos fenélicos son compuestos
termoestables, su estabilidad puede diferir en relacién con su concentracion, estructura
quimica, localizacion en la célula, estado de oxidacién e interaccién con otros componentes

de la matriz, asi como el tratamiento térmico aplicado (Van Boekel et al., 2010)
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Cuadro 12. Contenido de compuestos funcionales y capacidad antioxidante mediante
extraccion asistida por ultrasonido con sonda en frutos de pitaya de mayo.

Sin ultrasonido 1 minuto 3 minutos
UE sonda UE sonda
(37°C) (47°C)

Betacianinas 20.16 £ 2.39° 19.81+1.49¢% 18.09 £ 0.96 2
[mg betanina/100 g pf]
Betaxantinas 39.72 £+ 2.68% 40.68 £ 2.972 39.76 £ 1.77 2
[mg indicaxantina/100 g pf]
Betalainas 59.88 + 4.892 60.49 + 4.392 57.86 +2.69 @
[mg /100 g pf]
Compuestos fendlicos 54.98 + 2.69 © 63.56+1.282%  58.54 + 452
[mg EAG/100 g pf]
Capacidad antioxidante (ABTS) 5.31+£0.092 5.85+0.582 6.08+0.212
[umol equivalente Trolox / g pf]
Capacidad antioxidante (DPPH) 1.81+0.16% 1.71+£0.162 1.99+0.142

[umol equivalente Trolox /g pf]

pf: Peso fresco

EAG: Equivalentes de acido galico
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- Extraccion asistida con ultrasonido-microondas de compuestos funcionales en

frutos de pitaya de mayo

Para la evaluacion de la extraccion asistida con ultrasonido-microondas, se realizé un
disefio factorial 22 en el que se evalué el efecto de los factores: tiempo de extraccion y
potencia del equipo. Como se puede observar en el Cuadro 13, hubo efecto de la potencia
y el tiempo de exposicion en la extraccion de los compuestos funcionales y la capacidad
antioxidante. El tratamiento con 600 W por 5 min presenté el mayor contenido de los
compuestos funcionales y de capacidad antioxidante; sin embargo, el incremento en el
tiempo y la potencia del equipo afectaron la extracciéon de las betalainas, los compuestos

fendlicos y la capacidad antioxidante.

Se ha reportado que el incremento en el contenido de betalainas y compuestos fenélicos
con la extraccion asistida por microondas puede ser explicado debido a que el agua
presente en la muestra y expuesta al microondas absorbe la energia que el equipo emite y
subsecuentemente se convierte en calor, provocando la evaporacion del agua la cual
genera una presion en el interior que conlleva a la ruptura celular, facilitando la lixiviacion
de los compuestos activos en el disolvente circundante y mejorando el rendimiento de la
extraccion (Ballard et al., 2010). Sin embargo, Barbero et al., 2006 reportaron que el
incremento en el tiempo de extraccion con microondas puede provocar la degradacion de
algunos compuestos. En particular algunos disolventes como etanol, agua y metanol
pueden calentarse en tiempos prolongados de exposicién afectando los compuestos
termolabiles como las betalainas y los acidos organicos. La disminucion en el contenido de
las betaxantinas, las betalainas, los compuestos fendlicos y la capacidad antioxidante
observada en los extractos de la pitaya de mayo sometidos a un mayor tiempo y potencia
del microondas pudo deberse a un calentamiento del etanol 30 % (v/v) lo que indujo la

degradaciéon de estos compuestos.
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Cuadro 13. Contenido de betacianinas, betaxantinas, betalainas, compuestos fendlicos y
capacidad antioxidante in vitro en frutos de pitaya de mayo obtenidos por extraccion asistida
con ultrasonido- microondas.

600W, 5min 600W, 10min 800W, 5 min  800W, 10 min
Betacianinas 22.19+0.80% 21.28+1.84% 20.69+1.642 19.47+1.01°
[mg betanina/100 g pf]
Betaxantinas 4412 +2.47+% 42.29+3.012 38.20+0.85° 38.64 + 3.41°
[mg indicaxantina/100 g pf]
Betalainas 66.32 + 3.192 63.57+1.81%° 58.89 + 1.24%>  58.12 + 4.43°
[mg /100 g pf]
Compuestos fendlicos 65.76 + 4.742 63.40 + 3.26 % 57.28 +2.74°  56.24 + 2.14°
[mg EAG/100 g pf]
Capacidad antioxidante (ABTS) 3.79+0.122 3.74 +0.0172 3.25+0.15° 3.33+0.24°

[umol equivalente Trolox / g pf]

pf: Peso fresco

EAG: Equivalentes de acido galico

67



Comparacion de los procesos de extraccién convencional, extraccion asistida con
ultrasonido y extraccién con ultrasonido/microondas en la obtencién de compuestos

funcionales de frutos de pitaya de mayo

Se realiz6 la comparacion de los procesos de extraccion convencional, extraccion asistida
con ultrasonido y extraccion con ultrasonido/microondas con las mejores condiciones
obtenidas para cada uno de estos métodos (Cuadro 14). Los resultados mostraron que la
aplicacion de ultrasonido (UAE) y ultrasonido-microondas (UMAE) no logré mejorar la
extraccion de las betalainas ni de los compuestos fendlicos, por el contrario, la extraccion
con UMAE disminuy0 la capacidad antioxidante, probablemente debido a la degradacion

de algunos compuestos funcionales con actividad antioxidante.

Cuadro 14. Comparacién del contenido de betacianinas, betaxantinas, betalainas,
compuestos fendlicos y capacidad antioxidante in vitro en los procesos de extraccion
convencional, extraccibn asistida por ultrasonido y extraccibn asistida por
ultrasonido/microondas en frutos de pitaya de mayo.

Convencional  Ultrasonido Ultrasonido/
(10 min, doble (1 min. 20 microondas
extraccion) kHz) (600W.5min)

Betacianinas

[mg betanina/ 100 g pf]

19.85+0.99% 19.81+1.49°2 22.19+0.802

Betaxantinas
o _ 37.10+2.792 40.68+2.97?2 44,12 £ 2.472
[mg indicaxantina/100 g pf]
Betalainas
[mg /100 g pf]
Compuestos fendlicos
[mg EAG/100 g pf]

Capacidad antioxidante (ABTS)

56.96 £3.542 60.49 £4.39 2 66.32 £ 3.192
60.97+4.742 63.56 £1.28 2 65.76 £ 4.742

5.95+0.242 5.85+0.58° 3.79£0.12°
[umol equivalente Trolox / g pf]

Capacidad antioxidante (DPPH) 261+008°  171+0.16"

[umol equivalente Trolox / g pf]

pf: Peso fresco

EAG: Equivalentes de acido gélico
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De acuerdo con los resultados obtenidos, el mejor método de extraccion de las betalainas
y los compuestos fendlicos de frutos de pitaya de mayo fue la extraccion convencional (dos
etapas de extraccion, cada una con una relacibn m:v 1:6.25, tiempo de 10 min y
concentracion de solvente 30% (v/v), esto debido a que es un método de facil acceso,
equipo sencillo, bajo consumo de disolvente que ademas permite obtener el mayor

contenido de los compuestos funcionales, sin afectar la capacidad antioxidante.

7.3 Evaluacion de los métodos de extraccion en la obtenciébn de compuestos
funcionales de jiotilla

Evaluacién del proceso de extraccién convencional

- Efecto del tipo de disolvente en la extraccién de compuestos funcionales en frutos

de jiotilla

En el Cuadro 15 se presenta el contenido de betacianinas, bexantinas, betalainas,
compuestos fendlicos y la capacidad antioxidante in vitro de los extractos de jiotilla
obtenidos con metanol 80% (v/v), etanol 50% (v/v) y agua. Como se observa, hay un mayor
contenido de compuestos fendlicos y capacidad antioxidante en el extracto con etanol 50
%v/v. El aumento en la extraccion de los compuestos fendlicos increment6 la capacidad
antioxidante in vitro. El contenido de betacianinas y betaxantinas obtenido fue mayor al
reportado previamente en frutos de jiotilla procedentes de otra localidad del estado de
Oaxaca (Soriano-Santos et al., 2007). Asi mismo, la cantidad de compuestos fendlicos y
capacidad antioxidante fue mayor que el reportado por Albano et al. en 2015 en frutos de

O. ficus indica morada y amarilla.
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Cuadro 15. Contenido de betalainas, compuestos fendlicos y capacidad antioxidante in
vitro en extractos de jiotilla obtenidos por extraccién convencional con metanol 80% (v/v),

etanol 50% (v/v) y agua.

Metanol 80 %

Etanol 50 %

(VIV) (VIv) Agua
Betacianinas a a a
[mg betanina/100 g pf] 39.44 +1.79 38.55+1.44 38.28 £ 0.88
Betaxantinas a ab b
[mg indicaxantina/100 g pf] 52.49+0.78 49.24 +1.58 48.96 + 1.61
Betalainas
totales 91.93+241+% 87.79+299¢2 87.23+2.23¢%

[mg /100 g df]

Compuestos fendlicos

totales

[mg EAG/100 g pf]
Capacidad antioxidante (ABTS)
[umol equivalente Trolox / g pf]

Capacidad antioxidante (DPPH)
[umol equivalente Trolox / g pf]

142.32 +13.83"

8.91+0.49°"

6.42+0.39°

172.58 £3.76 2

10.94 +0.352

8.14+0.25%

120.07 £ 0.62 ¢

705 =*0.77°

297+0.24°¢

pf: Peso fresco

EAG: Equivalentes de acido galico

- Efecto del numero de extracciones en compuestos funcionales en frutos de jiotilla

En el Cuadro 16 se muestran los resultados obtenidos del efecto del nimero de

extracciones una, dos o tres consecutivas de 20 min cada una. Empleando etanol 50% (v/v)

con una relacion 1:10 p: v. Los resultados son similares a los observado en frutos de pitaya,

con dos etapas consecutivas de extraccion se obtuvo el 15.73% y 27.98% mas de

betalainas y compuestos fendlicos totales, asi como un incremento en 29.98% y 17.12% en

la capacidad antioxidante por los métodos de ABTS y DPPH, respectivamente. Mientras

que, con tres extracciones consecutivas, no se observlé un incremento estadisticamente

significativo en el contenido de compuestos funcionales ni en la actividad antioxidante y

seria mayor el tiempo empleado y el gasto de disolvente, por lo que se seleccioné la doble

extraccion para experimentos posteriores.
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Cuadro 16. Contenido de betalainas, compuestos fendlicos y capacidad antioxidante in
vitro en extractos de jiotilla obtenidos con extraccion convencional, evaluacion del efecto

del nUmero de extracciones.

Una Dos Tres

extraccion extracciones extracciones
Betacianinas 31.75+1.07° 38.15+3.7° 37.23 £ 2.016°
[mg betanina/100 g pf]
Betaxantinas 41.35+191° 48.59 + 0.27 2 4761+151%2
[mg indicaxantina/100 g pf]
Betalainas 73.10 £ 2.59° 86.75+4.05% 84.84 + 1.43%
totales

[mg /100 g df]

Compuestos fendlicos

totales

[mg EAG/100 g pf]

Capacidad antioxidante (ABTS)
[umol equivalente Trolox / g pf]

Capacidad antioxidante (DPPH)

[umol equivalente Trolox / g pf]

109.42 +5.09 ©

7.03+0.56°"

489+0.50°

151.94 + 10.4772

10.04 +0.56 2

5.94+0.35%2

160.86 + 10.70 2

1043 +1.002

5.61+0.31%

pf: Peso fresco

EAG: Equivalentes de acido galico

- Optimizacion. Metodologia de superficie de respuesta, Disefio Central Compuesto

en la extraccion de compuestos funcionales en frutos de jiotilla

Con los resultados anteriores se fijaron algunas condiciones experimentales tales como el

namero de extracciones (dos), el tipo de disolvente (etanol 50% (v/v)) y luego de haber

realizado un experimento factorial 2° en el que todos los factores resultaron ser

estadisticamente significativos, se procedié a completar el experimento factorial con puntos

centrales y axiales, obteniendo asi un experimento de optimizacion de tipo central

compuesto (DCC). Los resultados de los 16 tratamientos se presentan en el Cuadro 17. Se

observa que el incremento en el tiempo de extraccion (X1) y en la relacion p:v, (X2) mejoran

la extraccién de los compuestos funcionales y la capacidad antioxidante.
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Cuadro 17. Método de superficie de respuesta (RSM) y resultados de BX, BC, BET, CFTy
capacidad antioxidante por los métodos ABTS y DPPH.

Tto X1 X2 X3 BX BC BET CFT Capacidad
tiempo EtOH Relacion antioxidante
(min) (% viv) (p:v)
ABTS DPPH
1 40 60 1:20 5191 41.05 9296 124.27 6.95 5.01
2 30 45 1:16 48.80 37.14 8594 106.89 5.90 4.79
3 13.2 45 1:16 48.55 38.82 87.36 103.13 6.22 4.23
4 30 45 1:6 44.08 32.87 76.95 95.49 5.95 3.82
5 20 30 1:20 52.97 4285 95.82 120.60 7.42 4.82
6 30 70 1:16 49.75 38.37 88.13 119.29 5.01 5.43
7 40 30 1:10 4559 3556 81.15 10358 5.70 3.92
8 46.8 45 1:16 49.89 39.47 89.36 130.25 8.83 4.83
9 40 30 1:20 52.09 4164 93.73 125.03 7.11 5.03
10 30 45 1:16 48.10 38.67 86.77 11596 6.50 5.03
11 30 20 1:16 48.99 38.48 87.48 104.97 7.79 4.24
12 30 45 1:24 50.04 39.61 89.65 116.49 6.75 5.76
13 20 30 1:10 43.98 3314 77.11 100.62 5.30 3.48
14 20 60 1:20 51.00 39.18 90.18 122.11 7.40 3.69
15 40 60 1:10 40.60 35.36 75.96 108.88 5.58 4.24
16 20 60 1:10 4228 31.17 73.45 100.80 5.47 3.77

BX:mg indicaxantina / 100 g pf

BC: mg betanina/ 100 g pf

BET: mg/ 100 g pf

CFT: mg EAG/ 100 g pf

ABTS: pumol equivalente Trolox /g pf
DPPH: pumol equivalente Trolox /g pf
pf: Peso fresco

EAG: Equivalentes de acido galico

En el Cuadro 18 se muestran los modelos obtenidos para las variables respuesta, ademas,
se presentan los coeficientes de determinacion de las betalainas (R?=0.74), betaxantinas
(R?=0.61), betacianinas (R?=0.74), compuestos fendlicos (R?=0.51) y los modelos de los
métodos empleados para determinacion de la capacidad antioxidante ABTS (R?=0.39) y
DPPH (R2=0.65).
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Cuadro 18. Modelos matematicos para la optimizacién de la extraccion convencional de
betalainas, betaxantinas, betacianinas, compuestos fendlicos, capacidad antioxidante en
frutos de jiotilla.

Variable Modelo Coeficiente de
respuesta determinacién
R2
Betacianinas Y=38.09+0.68X1-0.55X,+3.26X3+0.61X1X>- 0.74

0.74X1X3-0.26X2X3+0.44X12+0.08X22-1.02X32

Betaxantinas Y=48.87+0.15X1-0.65X,+3.67X3 - 0.61
0.19X1X2+0.01X1X3+0.57X2X3-0.04X2+
0.04X,2-1.12X4?

Betalainas Y=86.96 +0.84X:-1.19X>+6.92X5+ 0.42 X1X3? 0.74
-0.73 X1Xs+ 0.3X2X3+0.4X,2-2.23X5?

Compuestos Y=110.81+4.67X1+2.21X>+8.99X3+0.36 X1 X>- 0.51
fendlicos 0.56X1X3+3.27X12+0.97X,2-2.21 X352
Capacidad Y=6.47+0.29X1-0.34X,+0.66X3-0.06 X1 X>- 0.39
antioxidante 0.16X1X3-0.03X2X5+0.39X:2-0.17X22-0.19X3?
(ABTS)
Capacidad Y=5.06+0.27X;+0.09X>+0.49X3+0.14X1 X>- 0.65
antioxidante 0.22X,X3-0.34X12-0.19X,? -0.21X3?

(DPPH)

Optimizacién multiple en la extraccién de compuestos funcionales en frutos de jiotilla

Después de obtener los mejores modelos matematicos para cada variable respuesta, se
realizé un proceso de optimizacién multiple con el objetivo de encontrar las condiciones en
el que se optimicen todas las variables de respuesta. Se determiné que las condiciones
optimas de extraccidon convencional consistian en un proceso de 20 minutos, con etanol al
37.5% (v/v) y unarelacion 1:10 p: v. En estas condiciones se calcularon los valores tedricos
y se corroboraron con los valores experimentales, resultando en un valor similar. Se obtuvo
un contenido de BC(40.34 = 0.69 mg betanina /100 g pf), BX(50.21 + 0.44 mg indicaxantina/
100 g pf), BET (90.97 £ 0.88 mg / 100 g pf), compuestos fendlicos totales (129.12 + 14.21
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mg EAG/ 100 g pf) y de capacidad antioxidante in vitro por ABTS (8.42 + 0.74 pmol
equivalente Trolox/ g pf) y DPPH (6.33 + 0.42 umol equivalente Trolox/ g pf) (Cuadro 19).

El contenido de betacianinas, betaxantinas y betalainas totales obtenidas en este trabajo
en los frutos de jiotilla fue mayor a lo reportado en distintos trabajos con frutos de O. ficus—
indica. En 2012 y 2013 Maran y Manikandan optimizaron el proceso de extraccion de
betacianinas y betaxantinas de frutos de Opuntia ficus-indica procedentes de la India, estos
investigadores obtuvieron 13.44 mg/ 100 g peso fresco de betacianinas y 24.29 mg/ 100 g

peso fresco de betaxantinas (Prakash Maran, Manikandan y Mekala, 2013).

Cuadro 19. Contenido de betacianinas, betaxantinas, betalainas totales, compuestos
fendlicos y capacidad antioxidante in vitro en condiciones 6ptimas del proceso de extraccion
convencional en frutos de jiotilla.

Valores Valores
tedricos experimentales
Betacianinas 40.82 40.34 £ 0.69
[mg betanina/100 g pf]
Betaxantinas 51.69 50.21 + 0.44
[mg indicaxantina/100 g pf]
Betalainas 92.52 90.97 £ 0.88
[mg /100 g pf]
Compuestos fendlicos 124.33 + 0.88 129.12 + 14.21
[mg EAG/100 g pf]
Capacidad antioxidante (ABTS) 7.63 8.42+0.74
[umol equivalente Trolox / g pf]
Capacidad antioxidante (DPPH) 5.30 6.33+£0.42

[umol equivalente Trolox /g pf]

pf: Peso fresco

EAG: Equivalentes de acido galico
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Evaluacion del proceso de extraccion no convencional en la obtencion de

compuestos funcionales en frutos de jiotilla

- Extraccion asistida por ultrasonido en la obtencion de compuestos funcionales en

frutos de jiotilla

Los factores optimizados en el proceso de extraccion convencional se fijaron para evaluar
el efecto de la extraccion asistida por ultrasonido. Esta extracciébn no convencional se
realiz6 mediante la aplicacion continua de sonicacion con sonotrodo, sin control con bafio
de frio de la temperatura, evaluando el efecto del tiempo de extraccion (1 y 3 minutos). De
acuerdo con los resultados (Cuadro 20), se observo un incremento en 50.11% el contenido
de compuestos fendlicos totales respecto a la extraccion sin sonicacién, ademas, este
aumento correlaciond con un incremento la capacidad antioxidante en los extractos por
efecto de la aplicacién de ultrasonido. El extracto con mayor contenido de compuestos
fendlicos y capacidad antioxidante se obtuvo con el tratamiento de tres minutos de

ultrasonido.

El contenido de compuestos fendlicos obtenidos fue similar al reportado en frutos de la
misma especie originarios del estado de Puebla (Sandate-Flores et al., 2020). Mientras que,
el contenido de betalainas obtenido en este estudio fue mayor al reportado en frutos de
Stenocereus pruinosus amarilla (42.46 + 4.84 mg/ 100 g pf) y Stenocereus pruinosus roja
(55.9 £ 6.5 mg/ 100 g pf) obtenidos mediante una extraccién consecutiva de maceracion
con agitacion y bafio de ultrasonido (Garcia-Cruz et al., 2016). La temperatura alcanzada
al final del proceso de sonicacion contribuyé a mejorar la extraccidon de los compuestos

fendlicos y no afecto la estabilidad de compuestos termolabiles como las betalainas.
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Cuadro 20. Contenido de betacianinas, betaxantinas, betalainas, compuestos fendlicos y
capacidad antioxidante in vitro en extractos de frutos de jiotilla obtenidos con ultrasonido.

Sin 1 minuto 3 minutos
ultrasonido UE sonda UE sonda
(37°C) (47°C)

Betacianinas 31.53+1.93°% 31.86+25272 32.02+1.0742
[mg betanina/100 g pf]
Betaxantinas 38.55+2867% 40.36 £ 3.04 2 42.00+3.702
[mg indicaxantina/100 g pf]
Betalainas 70.08 +4.77%2 72.23+552% 74.02 +6.022
[mg /100 g pf]
Compuestos fendlicos 97.62+15.24° 113.80+35.60° 195.67+17.28%

[mg EAG/100 g pf]

Capacidad antioxidante (ABTS) 6.63 + 0.38"
[umol equivalente Trolox / g pf]

Capacidad antioxidante (DPPH)  3.24 + 0.46°

[umol equivalente Trolox /g pf]

8.04+1.22°

3.65+0.68°

11.33+0.82 2

5.20+0.39°%

pf: Peso fresco

EAG: Equivalentes de acido gélico
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- Extraccion asistida por ultrasonido/ microondas en la obtencion de compuestos
funcionales de frutos de jiotilla.

Para la evaluacion de la extraccion asistida por ultrasonido- microondas se empleé etanol
37.5%, con una relacion 1:10 m: v. En el Cuadro 21 se presentan los resultados del
experimento factorial 22 (dos factores con dos niveles cada uno), los factores considerados
fueron la potencia del equipo (600 W y 800 W) y tiempo de extracciéon (5 min'y 10 min). De
acuerdo con los resultados no existe diferencia estadisticamente significativa en el
contenido de betacianinas, betaxantinas, betalainas totales y compuestos fendlicos totales

entre los tratamientos evaluados.

Por otra parte, la capacidad antioxidante in vitro determinada por el método de ABTS,
mostrd un decremento en el tratamiento con 600 W por 10 min (5.22 = 0.54 umol equivalente
Trolox / g pf). De acuerdo con Roriz et al. (2017) el tiempo es uno de los factores mas
importantes en la extraccion asistida por microondas considerando que si la muestra es
expuesta un menor tiempo del requerido puede no extraerse los compuestos, por el
contrario la sobreexposicion puede inducir la degradacion de los compuestos de interés,
ademas, se conoce que el tiempo correlaciona con la potencia del equipo afectando positiva
0 negativamente el proceso de extraccion, comprometiendo asi las variables respuestas

(contenido de compuestos funcionales).

De manera similar se ha reportado que la extraccion de betalainas de la cascara de frutos
de la pitahaya disminuyé con tiempos de tratamiento mayores a 8 min con una potencia de
100W a 35°C (Thirugnanasambandham y Sivakumar, 2017). Chung-hung et al. (2011),
indicaron que el uso de altas potencias pueden conducir a una baja extraccién por la
degradacion de los componentes termosensibles, o que podria sugerir que las condiciones
de extraccion ensayadas 600W y 800W de potencia del microondas y 5y 10 min de tiempo
de exposicion de los extractos de los frutos de jiotilla probadas en este trabajo, podrian
estar afectando la estabilidad de los compuestos funcionales y con ello la capacidad

antioxidante in vitro de los extractos.
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Cuadro 21. Contenido de betacianinas, betaxantinas, betalainas, compuestos fendlicos y
capacidad antioxidante in vitro en frutos de jiotilla obtenidos por extraccion asistida con

ultrasonido- microondas

600W, 5min 600W, 10min 800W, 5 min  800W, 10 min
Betacianinas
33.33+£0.772 32.82+0.11° 31.39+0.322 32.22+1.56?2
[mg betanina/100 g pf]
Betaxantinas
44.14 + 0.492 4242 +1.17°2 41.82+0.01* 41.81+1.11%2
[mg indicaxantina/100 g pf]
Betalainas
77.47 £1.26° 75.24+1.20° 73.21+0.332 74.03+268%?
[mg /100 g pf]
Compuestos fendlicos
111.44 +£3.58 2 108.65+1.992 101.09+£8.632 105.26 +6.08 2
[mg EAG/100 g pf]
Capacidad antioxidante (ABTS)
6.74 +0.15° 5.22+0.54° 6.47 £0.27 6.81+0.362
[umol equivalente Trolox / g pf]
Capacidad antioxidante (DPPH)
2.84 +0.22° 3.07+£0.222 293+0.262 3.08+0.082

[umol equivalente Trolox /g pf]

pf: Peso fresco

EAG: Equivalentes de acido gélico

Comparacion de los procesos de extraccion convencional y no convencional de

compuestos funcionales de frutos de jiotilla

Parte del objetivo del presente proyecto fue comparar el contenido de los compuestos

funcionales y la capacidad antioxidante de los extractos obtenidos mediante tecnologia de

extraccion convencional y no convencional. Por lo anterior, en el siguiente cuadro se

presentan los resultados de las mejores condiciones encontradas en cada uno de los

procesos.
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Como se observa en el Cuadro 22, el extracto obtenido con el método convencional
presentd un contenido significativamente mayor de betacianinas (40.34 = 0.69 mg betanina/
100 g peso fresco), betaxantinas (50.21 + 0.44 mg indicaxantina /100 g peso fresco) y
betalainas (90.97 + 0.88 mg /100 g peso fresco). Mientras que la aplicacion del ultrasonido
incremento el contenido de compuestos fendlicos y capacidad antioxidante in vitro en el

extracto de jiotilla.

Cuadro 22. Comparacion del contenido de betacianinas, betaxantinas, betalainas totales,
compuestos fendlicos y capacidad antioxidante in vitro de los extractos de jiotilla en los
procesos de extraccibn convencional, extraccion asistida por ultrasonido y extraccion
asistida por ultrasonido/microondas.

Convencional Ultrasonido/
Ultrasonido
(20 min, doble _ microondas
., (3 min. 20 kHz)
extraccion) (600W.5min)

Betacianinas
40.34+£0.69 2 32.02 +2.31° 32.23+1.99°
[mg betanina/ 100 g pf]

Betaxantinas
50.22+0.44 72 42.00+3.71° 4314 +1.77°
[mg indicaxantina/100 g pf]

Betalainas
90.56+0.88 2 74.02+£6.01° 75.36 £3.75°b
[mg /100 g pf]

Compuestos fendlicos
129.12 +14.21° 19567 +17.28% 109.35+4.42°
[mg EAG/100 g pf]

Capacidad antioxidante (ABTS)
8.42+0.74° 11.33+0.82¢2 7.52+1.20°
[umol equivalente Trolox / g pf]

Capacidad antioxidante (DPPH)
_ 6.34 +0.42 5.20+0.39 3.28+0.39
[umol equivalente Trolox / g pf]
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pf: Peso fresco
EAG: Equivalentes de acido gélico

7.4 Identificacion por HPLC de betalainas presentes en los extractos de frutos de
pitaya de mayo vy jiotilla

La identificacion de las betalainas por HPLC se realizé comparando los tiempos de
retencion (tr) de un estandar comercial de betanina (Anexo 4) y de las BX semisintetizadas

(vulgaxantina I, indicaxantina e isoindicaxantina; Anexo 5).

De acuerdo con los cromatogramas obtenidos del estandar de betaninina e isobetanina
(Anexo 4), ambas betacianinas absorben a las longitudes de onda 535 nm (Anexo 5 A) y
480 nm (Anexo 5 B). La betanina e isobetanina presentaron en ambas longitudes de onda

tiempos de retencion de 34.27 y 37.04 min, respectivamente.

Como fue descrito en la seccion 6.4.4 se sintetizO en el laboratorio las betaxantinas:
indicaxantina, isoindicaxantina y vulgaxantina | debido que estas han sido identificadas en
diferentes frutos de cactaceas como O. ficus-indica (Cejudo-Bastante et al., 2014), O. dillenii
(Ker Gawl) Haw (Betancourt et al., 2017), S. stellatus, y S. pruinosus (Garcia-Cruz et al.,
2017). Con los cromatogramas obtenidos (Anexo 5) a 480 nm para Isoindicaxantina e
indicaxantina (Anexo 5A) y vulgaxantina | (Anexo 5B) se obtuvieron los tiempos de retencion
31.82, 32.95 y 22. 56 minutos respectivamente y estos tiempos de retencion son similares

a los reportados en la literatura.

Para la identificacion de BC del extracto de pitaya de mayo obtenido de forma convencional
(maceracién con agitacion) (Figura 5A) se obtuvo el cromatograma a 535 nm, el cual mostré
tres picos que corresponden: el primero a betanina (tr: 33.63 min), el segundo a isobetanina
(tr: 36.45 min) y el tercero no fue identificado, siendo la betanina la BC mayoritaria en el
extracto con un porcentaje de area de 69.06%, mientras que la isobetanina corresponde a
un 17.41% del total de picos. La betanina y su isdmero la isobetanina son las betacianinas
més abundantes en frutos de diferentes cactaceas como O. ficus indica (Cejudo-Bastante

et al., 2014) y O. joconostle (Sanchez-Gonzalez et al., 2013).

Por otro lado, en el analisis de BX, el cromatograma a 480 nm del extracto de pitaya de
mayo obtenido de forma convencional (maceracién con agitacion) (Figura 5B) presento seis

picos de los cuales, el primero corresponde a vulgaxantina | (tr: 20.98 min), el segundo a
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isoindicaxantina (tr: 30.48 min), el tercero a indicaxantina (tr: 31.60 min), los picos cuatro y
cinco corresponden a betanina e isobetanina que como se mencion6 previamente absorben
en ambas longitudes de onda, el pico seis no pudo ser identificado. La betaxantina
mayoritaria fue la indicaxantina con 77.46% del total del area, seguida de la isoindicaxantina
(5.78 % del area) y la vulgaxantina | (2.08 % del area). En frutos de pitaya de mayo del
estado de Puebla se ha identificado a la indicaxantina e isoindicaxantina, siendo la
indicaxantina la betaxantina mayoritaria con un porcentaje entre 93.54% - 94.75% en
variedades rojas y naranja, respectivamente (Garcia-Cruz et al., 2017). En extractos de
frutos de O. ficus indica de coloracién roja de origen Italiano la indicaxantina y la
vulgaxantina correspondieron al 85.59% del total de betaxantinas (Koss-Mikotajczyk et al.,
2019).
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Figura 5. Perfil de betalainas de HPLC del extracto de pitaya de mayo [1 mg/mL]. A)
A=535 nm y B) 480 nm. N.I: Compuesto no identificado

El andlisis de BC del extracto de jiotilla obtenido de forma convencional (maceracion con
agitacion), mostro tres sefales (Figura 6A) que corresponden a betanina (tr: 33.84 min),
isobetanina (tr: 36.65 min) y un tercer compuesto no identificado. El &rea porcentual de los

picos 1, 2 'y 3 fue del 73.91%, 21.68% y 4.39%, respectivamente. Por otro lado, el analisis
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de BX a 480 nm (figura 6B) mostro seis sefiales correspondientes a vulgaxantina | (tr: 21.25

min), isoindicaxantina (tr: 30.72 min) e indicaxantina (tr: 31.85 min). Las sefiales cuarta y

quinta corresponden a betanina e isobetanina, mientras que la Ultima pertenece a un

compuesto no identificado. La indicaxantina fue la principal BX en el extracto etanodlico de

jiotilla, con un 63.07% del area total, seguido de la vulgaxantina | y la isoindicaxantina, que

representaron el 3.91% vy el 3.13% del area, respectivamente. El area restante correspondio

ala betanina (21.54%) y a la isobetanina (6.02%). El orden de elucién de la BX vulgaxantina

| e indicaxantina corresponde al reportado previamente para el extracto etandlico de jiotilla

procedente del estado de otra localidad de Oaxaca por Soriano-Santo et al. (2007).

También se ha identificado isoindicaxantina en extractos metandlicos de S. pruinosus y S.

stellatus (Garcia-Cruz et al., 2017).
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Figura 6. Perfil de betalainas por HPLC del extracto de jiotilla [1 mg/mL]. A) A=535 nm y

B) 480 nm. N.I: Compuesto no identificado
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7.5 Identificacion y cuantificacién por HPLC de compuestos fendlicos presentes en

los extractos de frutos de pitaya de mayo v jiotilla

La identificacibn de los compuestos fendlicos de los extractos obtenido de forma
convencional (maceraciébn con agitacién) de pitaya y jiotilla por HPLC se realizd
comparando los tiempos de retencion (tr) de los estdndares comerciales de algunos de los
compuestos fendlicos que han sido reportados en frutos de cactaceas tales como el acido
trans-ferdlico, naringenina, isoramnetina 3-rutinésido, kaempferol, taxifolina, isoramnetina,
miricetina, rutina, quercetina, acido p cumarico acido cafeico, acido gdlico, catequina,

egpicatequina y acido 3,4-dihidroxibenzoico (Anexo 5).

El analisis por HPLC del extracto convencional de pitaya de mayo 10 mg/mL present6 a
280 nm (Figura 7A) nueve picos, el pico 4 podria corresponder al &cido galico (tr: 5.13 min)
que represento6 el 21.16% del area total y el pico 7 al acido 3,4-dihidroxibenzoico (tr: 8.65
min) que correspondi6 al 0.90% del area total, los picos restantes no fueron identificados.
El cromatograma a 370 nm (Figura 7B) present6 12 picos de los cuales ninguno
correspondié a los estandares que se analizaron. El &cido galico ha sido reportado en
extractos de frutos de S. thurberi (Castro-Enriquez et al., 2020) y en diferentes especies de
Myrtillocactus (Guzméan-Maldonado et al.,, 2010). El acido gélico y el acido 3,4-
hidroxibenzoico también han sido reportados en frutos de O. robusta y O. ficus-barbarica
(Kivrak et al., 2018).
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Figura 7. Perfil de compuestos fenélicos por HPLC del extracto de pitaya de mayo [10
mg/mL]. A. A=280 nm. B. A=370 nm.
El analisis por HPLC de los compuestos fendlicos del extracto convencional de jiotilla
(Figura 8) mostr6 la presencia de cinco picos. El pico principal se identific6 como acido
galico (tr: 4.97 min), que representaba el 51.53% del area. Los picos restantes no pudieron
identificarse y requeririan mas estudios metabolémicos para ser caracterizados. Los picos
podrian corresponder probablemente a compuestos fendlicos glicosilados, cumarinas,
saponinas, alcaloides, acidos organicos y azlcares solubles reportados en frutos de otras
cactaceas (Ramirez-Rodriguez et al., 2020). Sandate-Flores et al. (2020) identificaron &cido
galico y acido caféico en frutos de jiotilla de la region de los Valles Centrales de Oaxaca, en
su estudio, se determiné que el contenido de &cido galico fue el més alto, con 1.02 + 0.01
mg/100 g pf, mientras que el contenido del &cido cafeico fue de 0.08 £ 0.00 mg/100 g pf.
Esta concentracion tan baja de acido cafeico podria explicar por qué el acido cafeico no
pudo detectarse en este trabajo, en las condiciones aplicadas. Explicaciones posibles para

la no deteccién del acido cafeico son que probablemente no estaba en forma libre o que las
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condiciones ambientales en las que se cultivaron los frutos de jiotilla en este estudio
variaron la composicibn de los compuestos funcionales. Se ha reportado que las
condiciones ambientales de los cultivos afectan la composicién de los compuestos
funcionales en los frutos (Gondim de Albuquerque et al., 2021; Villa-Hernandez et al., 2017).
El cromatograma a 370 nm no presentd picos, la intensidad de las absorbancias fue tan
baja que interfieren con la linea base (cromatograma no presentado), debido que a la
concentracion inyectada del extracto no fue suficiente para detectar compuestos a esta

longitud de onda.
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Figura 8. Perfil de compuestos fendlicos por HPLC del extracto de jiotilla [1L mg/mL] a
A=280 nm.
De acuerdo con los resultados obtenidos hasta el momento la jiotilla presenté 50, 66.7y
54.54% mas de betacianinas, compuestos fendlicos y capacidad antioxidante in vitro,
ademas, el analisis por HPLC mostro que el perfil cromatogréfico de betalainas es similar
en ambos frutos, siendo mayor el area bajo la curva de cada uno de los picos de los
pigmentos en los extractos de jiotilla. El andlisis cromatogréfico de los compuestos fendlicos
permitié observar mayor area bajo la curva de los picos presentes en los extractos de jiotilla,
aunado a lo anterior, hasta el momento no se han realizado estudios del efecto en modelo
in vivo de extractos de frutos de jiotilla el cual por el alto contenido de betalainas podria ser
una gran alternativa como fuente de estos pigmentos. Por lo anterior, se decidi6 emplear
solo el extracto de jiotilla para evaluar su efecto en el modelo de C. elegans. A continuacion
se presentan los resultados del efecto del extracto de jiotilla en la resistencia al estrés
oxidante, al estrés térmico y al estrés por radiacion ultravioleta, asi como los ensayos en el

periodo de vida, fertilidad y movilidad.
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7.6 Ensayos de actividad funcional del extracto de jiotilla en el nematodo de C.
elegans

El nematodo C. elegans se ha convertido en un modelo experimental importante para
evaluar la actividad funcional de extractos naturales, los cuales se ha reportado que
aumentan la resistencia del nematodo a diferentes tipos de estrés (Lucanic et al., 2013;
Camboim Rockett et al., 2020; Gomez-Linton et al., 2021 a y b). La extensién de la vida
media se ha asociado con el incremento a la resistencia al estrés (Lithgow y Walker, 2002;
Guha et al., 2013), debido a estos antecedentes, se procedié a evaluar el efecto del extracto
de jiotilla obtenido convencionalmente por maceracion con agitacion sobre la resistencia de
C. elegans al estrés oxidante, estrés con radiacion ultravioleta y estrés térmico. Para los
ensayos in vivo se decidié evaluar el efecto del extracto de jiotilla considerando que de
acuerdo con los resultados obtenidos este fruto podria ser una fuente alternativa de

betalainas y compuestos.

7.6.1 Efecto del extracto de jiotilla en la resistencia de C. elegans al estrés

oxidante
El estrés oxidante se indujo en C. elegans mediante la exposicién a peréxido de hidrégeno
[1.5 mM] un compuesto precursor de radicales libres. Los resultados del ensayo mostraron
que el tratamiento con 2 mg/mL de extracto etanélico de jiotilla aumentd la supervivencia
de los nematodos en un 99% frente al estrés oxidante, en comparacién con el control,
mientras que el resto de tratamientos (0.05, 1 y 3.43 mg/mL de extracto) no mostraron un
efecto significativo (Figura 9A). El incremento de supervivencia de C. elegans tratado con 2
mg/mL del extracto etandlico de jiotilla al estrés oxidante pudo deberse a que esta
concentracion permite alcanzar dianas tisulares especificas y mejorar la resistencia. Es
importante considerar que los resultados pueden estar influenciado por el tipo de especie

reactiva de oxigeno y la tasa de exposicion al estrés (Martorell et al., 2020)

Por otra parte, el tratamiento con el estandar de betanina comercial no tuvo efectos
significativos de proteccién en comparacion con el control sin betalainas (Figura 9A). Estos
resultados concuerdan con informes anteriores en los que la betanina no tuvo ningun efecto
protector sobre los nematodos sometidos a estrés con el compuesto oxidante juglona, una
naftoquinona que induce estrés oxidante formando el anién superoxido y peroxido de

hidrogeno (Leyva et al., 2017; Guerrero-Rubio et al., 2020).
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7.6.2 Efecto del extracto de jiotilla en laresistencia de C. elegans con radiacion

ultravioleta

A continuacion, se probé el efecto del extracto de jiotilla en la resistencia de C. elegans a la
radiacion ultravioleta. El tratamiento con el extracto etandlico de jiotilla no tuvo efecto
estadisticamente significativo respecto al control sobre la resistencia de C. elegans a la
radiacion UV (Figura 9B). Estos resultados son similares a los reportados por Guha vy
colaboradores (2013). De acuerdo con su investigacion, el extracto de ardndano no
incremento la resistencia al estrés con radiacion UV. Estos resultados sugieren que la
betanina, isobetanina, indicaxantina, isoindicaxantina y &cido galico y/o la concentracion de
estos en el extracto podrian tener un menor efecto en la reduccion de los efectos de

fotoenvejecimiento (Guha et al., 2013).

7.6.3 Efecto del extracto de jiotilla en la resistencia de C. elegans al estrés

térmico
El extracto de jiotilla a una concentracion de 3.43 mg/ mL mostrd un efecto protector frente
al estrés térmico a 35°C en C. elegans, mientras que el resto de tratamientos (0.05, 1,2
mg/mL del extracto y 300 uM de betanina) no mostraron una diferencia estadisticamente
significativa frente al control (Figura 9C). Los nematodos control tuvieron un tiempo de vida
media de 9.5 + 0.71 h y un tiempo de vida méxima de 11.8 + 0.84 h. La concentracion de
3,43 mg/mL de extracto etandlico de jiotilla aumento el tiempo de supervivencia medio en
un 23.15% y el tiempo de supervivencia maximo en un 22.03% en comparacion con el

control.

Aunqgue no hay estudios previos del efecto protector del extracto rico en betalainas sobre la
termotolerancia de C. elegans, el porcentaje de tiempo de vida media y maxima de C.
elegans tratado con 3.43 mg/mL fue mayor que el informado en extractos de Rubus idaeus
L. los cuales incrementaron entre 14-37% y 11-25% el tiempo de vida media y tiempo de
vida maxima de la cepa nativa e C. elegans sometidos a estrés térmico. La actividad de los
extractos se atribuy6 a los compuestos fendlicos presentes en los extractos que incluyen el
acido elagico, el acido salicilico, el &cido clorogénico, el acido p-cumarico, la quercetrina, la
catequina, la luteolina (Song et al., 2020). Asi mismo, Villa-Hernandez et al. (2017)
reportaron que los extractos hidroéfilos de los genotipos Costefia Tierra Colorada y Jocote
de Spondias purpurea L. mejoran la termotolerancia de la cepa nativa de C. elegans; los

extractos que contienen como compuestos funcionales aumentaron el porcentaje de
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supervivencia. Ademas, los autores encontraron una correlacion entre el contenido de

compuestos fendlicos totales y la resistencia al estrés térmico de C. elegans.

El analisis por HPLC del extracto de jiotilla permitié identificar a las betalainas betanina,
isobetanina, vulgaxantina I, indicaxantina e isoindicaxantina como componentes principales
de los extractos. La falta de efecto sobre la resistencia de los nematodos sometidos al estrés
oxidante, al estrés térmico y al estrés con radicacion UV tratados del estandar comercial de
betanina que contiene tanto a la betanina como a su isomero isobetanina en C. elegans
sugiere que las betacianinas del extracto etanolico de jiotilla no contribuyen al efecto
protector del extracto en el aumento de la resistencia al estrés oxidante. El efecto protector
del extracto etandlico de jiotilla sobre C. elegans en respuesta al estrés térmico y oxidante
podria atribuirse a la presencia de vulgaxantina |, isoindicaxantina e indicaxantina en el
extracto etandlico de jiotilla, teniendo en cuenta que se ha informado de que estas
betaxantinas puras tienen un efecto antioxidante sobre el nematodo (Guerrero-Rubio et al.,
2020). Los compuestos fendlicos presentes en el extracto también podrian contribuir a esta
proteccién, como se ha observado previamente para extractos de Spondias purpurea. Se
ha reportado que un extracto metandlico de frutos de Opuntia elata compuesto por 96.1%
de &cidos hidroxibenzoicos, 2.6% de flavonoles, 0.8% de acidos hidroxicinamicos, y 0.5%
de flavanonoles disminuye las especies reactivas de oxigeno en C. elegans. El efecto
protector del extracto se asocié con la actividad antioxidante directa de los compuestos
fendlicos debido a su estructura quimica, asi como al efecto indirecto de estos antioxidantes
mediado por la activaciéon de mecanismos enzimaticos de defensa antioxidante (Camboim
Rockett et al., 2020). Guerrero-Rubio et al. (2020) reportaron un efecto protector de las
betaxantinas puras en C. elegans, encontrando en particular que la dopaxantina, la
feniletilamina betaxantina y la indicaxantina aumentaron la vida 0til de los gusanos
sometidos a estrés oxidante inducido con juglona hasta en un 12.93%, 16.65% y 16.82%,

respectivamente.

Ademas de su capacidad para neutralizar especies reactivas de oxigeno y otros radicales
libres, las betaxantinas y los compuestos fendlicos han demostrado modular la actividad de
vias de sefializaciébn como la via de la insulina/factor de crecimiento similar a la insulina y
algunos factores de transcripcion como DAF-16/FOXO y SKN-1/Nrf2 en C. elegans. Otras
vias que pueden estar siendo moduladas son la via mTor (Mamalian Target og Rapamicyn)

y la autofagia (Lampierre y Hansen, 2012). Estos efectos han demostrado incrementar la
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resistencia al estrés y la longevidad (Guerrero-Rubio et al., 2020; Hesp et al., 2015; Zhou
et al., 2022).
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Figura 9. Efecto de tratamiento con extracto crudo convencional etandlico de jiotilla
obtenido por maceracion con agitacion en C. elegans en respuesta al estrés. A. Estrés
oxidante inducido por la aplicacién de peréxido de hidrégeno 1.5 mM. B. Estrés con
radiacion ultravioleta. C. Estrés térmico a 35°C.

7.6.4 Efecto del pretratamiento con extracto de jiotilla en el periodo de vida de

C. elegans
Para determinar el efecto del extracto de jiotilla en el periodo de vida, se dieron tratamientos
a los nematodos con concentraciones de 2, 3.43 y 10 mg/mL del extracto etandlico de jiotilla
a 20°C. Los resultados mostraron que las concentraciones de 2 y 3.43 mg/mL
incrementaron 10.34% y 17.14% el tiempo de vida media, mientras que 10 mg/mL tuvo un
efecto de disminucion en la vida media de los nematodos (-19.38%) (Figura 10A). La
concentracion de betanina y las concentraciones de extracto probadas no presentaron
efectos estadisticamente significativos en el periodo de vida méaxima respecto al control en

C. elegans. En conjunto estos resultados indican que el tratamiento con el extracto de jiotilla
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puede prolongar la vida media en forma dosis dependiente, la concentracion de 10 mg/mL
podria estar siendo tdxica para el periodo de vida del nematodo. Resultados similares han
sido reportados con un extracto de manzana en concentraciones de 2.5, 5y 10 mg/mL
incrementaron la vida media en 18, 24 y 39%, respectivamente. El efecto se atribuy6 a los
compuestos fendlicos presentes (Vayndorf et al., 2013). Asimismo, se ha informado un
efecto dosis dependiente del extracto de arAndano en la prolongacion de la vida media en
C. elegans, promoviendo con ello un envejecimiento mas saludable (Vayndorf et al., 2013;
Liu et al., 2021). La prolongacion del periodo de vida del nematodo podria estar modulado
por las vias de sefalizacibn moduladas por los factores de transcripcion DAF-16 y OSR-1
implicados en las vias de sefalizacion insulina/ factor de crecimiento similar a la insulina y
MAP cinasas (Guha et al., 2013). Las betalainas, el acido gdlico y otros compuestos
fendlicos presentes en el extracto de jiotilla podrian estar contribuyendo en el incremento
del periodo de vida, pues se ha reportado que estos pueden modular la longevidad de C.
elegans a través de la via similar a insulina/IGF-1 (Guerrero-Rubio et al., 2020; Nas et al.,
2021; Liu et al., 2021). El posible efecto toxico del tratamiento con 10 mg/mL al nematodo
podria deberse a la disminucién de los sistemas enzimaticos y afectaciones en el
metabolismo del mismo. Miao et al. (2020) reportaron el efecto toxico del extracto etandlico
de Peganum harmala L. el cual afecto el periodo de vida de C. elegans, los investigadores
determinaron que hubo una disminucién en los niveles de expresién de genes como sod-3
y , hsp-16.2 los cuales se encuentran asociados a la via de sefializacion de insulina/ IGF-1

gque juega un papel importante en el desarrollo, el metabolismo y el envejecimiento.
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Figura 10. Efecto del tratamiento con extracto de jiotilla en C. elegans. A. Periodo de vida
media. B. Periodo de vida méaxima. C. Curvas de Kaplan-Meier de individuos sincronizados
expuestos a agua (control), betanina, 2,3.43 y 10 mg/mL de extracto de jiotilla a 20°C en la
cepa nativa N2.

7.6.5 Efecto del pretratamiento con extracto de jiotilla en la fertilidad de C.

elegans
En el ensayo de fertiidad de los nematodos, se observd que no hubo diferencia
estadisticamente significativa en la progenie total de C. elegans entre los tratamientos con
distintas concentraciones del extracto de jiotilla, y de la betanina con respecto al control
(H20) (Figura 11A). La ovoposicion se observo desde el primer dia en etapa de adulto joven
de los nematodos, hasta el dia siete. Ademas, se observd un pico en el recuento de la
progenie entre los dias dos y tres, el cual descendi6 tercer dia (Figura 11B). Este patron se
observé en todos los tratamientos incluyendo al control, lo que indica que el extracto de
jiotilla y la betanina no afectan la funcion reproductiva de los nematodos. Este patron donde
se observa solo un pico en el periodo de reproduccién ha sido informado en estudios
previos, donde antocianinas como la feonidina-3- glucésido no afecta la funcion

reproductiva de C. elegans (Nas et al., 2021).
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Figura 11. Efecto del pretratamiento con extracto de jiotilla en la fertilidad de C. elegans

7.6.6 Efecto del pretratamiento con extracto de jiotilla en la movilidad de C.
elegans
La fertilidad y la movilidad son las funciones fisiolégicas mas susceptibles a factores
ambientales (Chen et al., 2019), por lo que se resalta la importancia del ensayo de
movilidad. En el monitoreo del tipo de movimiento en los dias 1, 6, 10, 14, 17 y 22 se observo
gue el movimiento sinusoidal (movimiento tipo A) disminuy6 entre un 2-8% al dia 6, al dia
10 habia disminuido entre un 46- 53%, al dia 14 entre 79.85- 87%, al dia 17 entre 98-100%
respecto al dia 1. Ademds, el movimiento sinusoidal disminuyé mas rapido que el
movimiento de balanceo de la cabeza (Movimiento tipo C). Los gusanos perdieron casi
completamente la capacidad de su movimiento sinusoidal normal en los dias 17 y 22, en su
Ultima etapa de vida. Sin embargo, no hubo diferencia estadisticamente significativa entre
el tipo de movimiento de los tratamientos con el extracto o con betanina respecto al control
en cada uno de los dias evaluados (Figura 12), lo que indica que los extractos no afectaron
la movilidad de C. elegans. También pudo observarse que a medida que los gusanos
envejecian se volvian mas lentos. Se ha reportado que un extracto de frutos de Citrus
medica L. var. sarcodactylis (Noot.) Swingle en rico en flavonoides incrementan el periodo
de vida, asi como la resistencia a estrés térmico y oxidante sin afectar la movilidad (Chen
et al., 2019).
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Figura 12. Efecto del tratamiento con extracto de jiotilla y betanina en la funcién de
movilidad de C. elegans en los dias 1, 6, 10, 14, 17 y 22. Movimiento tipo A (movimiento
sinusoidal normal), movimiento tipo B (movimiento menos suave y descoordinado) y
movimiento tipo C (balanceo s6lo de la cabeza o la cola).
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8. Conclusiones
1. Se observd que tanto los frutos de pitaya de mayo como los frutos de jiotilla tienen
mayor contenido de betaxantinas que de betacianinas, lo que resulta de gran interés
por la evidencia en la literatura de la mayor actividad biolégica de las betaxantinas

con respecto a las betacianinas.

2. El método de extraccion afecté el contenido de compuestos funcionales y la
capacidad antioxidante in vitro de los extractos de jiotilla y pitaya de mayo. La
extraccion con maceracion presentdé mayor cantidad de betalainas y la de
ultrasonido mayor contenido de compuestos fendlicos totales y mayor capacidad
antioxidante en los extractos de jiotilla. Resulta conveniente emplear una extraccion
diferente de acuerdo con el compuesto de interés, siendo la extraccién convencional
el mejor método de extraccion para la obtencién de betalainas y la extraccion con

ultrasonido para los compuestos fendlicos.

3. El contenido de betalainas totales y compuestos fendlicos totales fue mayor en los
frutos de jiotilla que en pitaya de mayo, lo cual se vio reflejado en una mayor
capacidad antioxidante in vitro. Lo anterior debido a que existe una correlacion
positiva y fuerte entre los compuestos funcionales extraidos y la capacidad

antioxidante in vitro.

4. Las condiciones o6ptimas para la extraccion convencional de los compuestos
funcionales de pitaya de mayo se obtuvieron con dos etapas de extraccién, con

etanol 30% (v/v), una relacién 1:12.5 p: vy 10 min.

5. Las condiciones Optimas de extraccion convencional para la obtencién de betalainas
y compuestos fendlicos de jiotilla se obtuvieron con dos etapas de extraccion,

empleando etanol 37.5% (v/v), una relacién 1:10 p: vy 20 min.

6. Los extractos etandlicos de jiotilla y de pitaya de mayo tiene un alto contenido de
betacianinas y betaxantinas respecto a otros frutos de cactdceas como los de
Opuntia ficus indica cuya caracterizacion y actividad funcional ha sido muy
estudiada. Asimismo, el contenido de compuestos fendlicos es mayor en
comparacion con los reportados en frutos de Stenocereus pruinosus y Stenocereus
stellatus. Lo anterior indica que los frutos de jiotilla y pitaya de mayo podrian ser
empleados como una fuente de este tipo de fitoquimicos, promoviendo su

comercializacion y aprovechamiento.
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7.

10.

11.

Se corroboré por HPLC la presencia de betacianinas como betanina, isobetanina y
betaxantinas como vulgaxantina |, indicaxantina e isoindicaxantina en el extracto

convencional de frutos de jiotilla y pitaya de mayo.

Se identificé por HPLC la presencia de &cido galico como el compuesto fendlico

mayoritario en el extracto convencional de jiotilla.

Se identificé por HPLC la presencia de acido gélico y acido 3,4-dihidroxibenzoico en

el extracto convencional de pitaya de mayo.

Los resultados indican que el extracto etandlico de jiotilla es capaz de aumentar
significativamente en 99% la resistencia al estrés oxidante y también protege ante
un estrés térmico aumentando en 23.15% el tiempo de supervivencia media y en
22.03% el tiempo de supervivencia maxima de C. elegans en el Ultimo tipo de estrés.
La actividad protectora ante el estrés oxidante y el estrés térmico del extracto
etandlico de jiotilla se atribuye a las betaxantinas y los compuestos fendlicos
presentes en el mismo. Hasta donde se tiene conocimiento estos son los primeros
reportes del efecto protector del extracto de jiotilla en el modelo del nematodo C.
elegans sometido a distintos tipos de estrés. Estos resultados se atribuyen

principalmente a las betaxantinas y compuestos fendlicos presentes en el extracto.

Continuar con investigaciones sobre los efectos a la salud de los frutos de cactaceas
y las actividades biolégicas de sus componentes quimicos contribuiria a poder
desarrollar en el futuro suplementos que coadyuven en el tratamiento de

enfermedades crénico-degenerativas.
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9. Perspectivas

Con el objetivo de identificar los demas compuestos fendlicos presentes en el
extracto y debido a la extensa clasificacidn que existe de estos, podria resultar de
relevancia realizar un analisis con resonacia magnética nuclear de alta resolucion y
difraccién de rayos X, a través de los cuales se pudiera elucidar las estructuras
fenolicas.

Para completar los resultados del presente proyecto, seria de interés poder evaluar
el efecto del extracto etandlico de pitaya de mayo en la resistencia al estrés oxidante,
al estrés térmico térmico y al estrés por radiaciéon con luz ultravioleta en C. elegans,
asi como el efecto del extracto en las funciones de fertilidad, periodo de vida y
movilidad del nematodo.

La evaluacion del efecto de extractos vegetales en un modelo como C. elegans cuyo
genoma ha sido completamente secuenciado y del cual se cuenta con mutante,
permite una mayor comprension de los mecanismos moleculares que pudieran estar
involucrados. Por lo anterior, seria de gran utilidad explorar a través del uso de
mutantes del nematodo o con andlisis metabolémico las vias de sefalizacion que
pudieran estarse regulando por accion de extractos de frutos de jiotilla y pitaya de

mayo.
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11. Anexos

Anexo 1. Curva estandar empleada para la determinacion de fenoles totales

Curva estandar de fenoles totales
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Anexo 2. Curva estandar para la determinacién de capacidad antioxidante por el método

de ABTS

Curva estandar ABTS

0.8
0.7
0.6 o-.,‘-..
005 | e
3 y =-0.0297x + 0.6208
= 0.4 - R2 = 0.9966
203
<
0.2
0.1 b

0 a
0 5 10 15 20 25
Concentracién de trolox [uM]

112



Anexo 3. Curva estandar para la determinacion de capacidad antioxidante por el método
de DPPH

Curva estandar DPPH

1.000
0.900 ...
0800 | -
©0.700 -
go600 | T
05800 | e
20400 | T .
<0.300
0.200
0.100
0.000

............. y =-0.0012x + 1.016
R2 = 0.9986

0 100 200 300 400 500 600
Concentracion de trolox [uM]

113



Anexo 4. Cromatograma de HPLC del estandar de betanina e isobetanina (C24H26N2013) [1

mg/mL] A) A=535 nm y B) 480 nm.
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Anexo 5. Cromatograma de HPLC de estandares de betaxantina [1 mg/mL] a A= 480 nm.

A) indicaxantina e isoindicaxantina C14H16N20s¢ y B) Vulgaxantina | C14H17N3O>
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Anexo 6. Cromatogramas de HPLC de estandares de compuestos fendlicos
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Anexo 7. Lista de productos obtenidos
Publicacién obtenida de la tesis

Franco-Vasquez, D., Carredn-Hidalgo, J., Gbmez-Linton, D., Roman-Guerrero, A., Franco-
Vasquez, A., Arreguin-Espinosa, R., Alavez, S., & Pérez-Flores, L. (2022). Conventional
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