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RESUMEN

El nopal, (Opuntia ficus-indica), pertenece a la familia Cactaceae. Su distribucién geogréfica cubre
principalmente México y Latinoamérica; en Espafia, la tuna se distribuye especialmente a lo largo de la
costa mediterranea. Estudios recientes han demostrado que el consumo de Opuntia ficus-indica tiene

importantes beneficios para la salud, principalmente por sus propiedades antioxidantes.

La microbiota intestinal es considerada una nueva diana para la prevencion y manejo nutricional de
alteraciones inflamatorias y metabdlicas asociadas a enfermedades crénicas no transmisibles. Asi
mismo, estudios recientes demuestran que la obesidad estd asociada con un desequilibrio en la

microbiota.

Los metales de la dieta, como nutrientes criticos, tienen el potencial de cambiar la distribucion y la
funcion de la microbiota. Varios estudios sefialan cdmo las concentraciones luminales de los metales de
la dieta, cambian las poblaciones microbianas en los intestinos. Las disbiosis inducidas por metales
pesados pueden afectar a las funciones metabdlicas y fisioldgicas, contribuyendo asi, en parte, al

desarrollo o progresiéon de diversas enfermedades en el hospedador.

Asi mismo, los polifenoles pueden prevenir o revertir la progresién de los procesos de la enfermedad a
través de distintos mecanismos. En particular, la relacion entre los polifenoles y la microbiota intestinal,
recientemente revelada gracias a herramientas basadas en ADN y la secuenciacion de ultima
generacion, revelé el papel regulador central de los polifenoles dietéticos y sus metabolitos intestinales
en el metabolismo energético del huésped y enfermedades relacionadas. Se destaca el poder de los
fitoquimicos dietarios que se transforman en metabolitos que ejercen actividades bioldgicas en
ocasiones con mayor potencia que las moléculas iniciales. Investigaciones recientes encontraron que el
aumento de la dosis de prebidticos, entre los que se encontrarian los polifenoles de la fruta, condujo a

cambios significativos en las colonias bacterianas de la microbiota intestinal.

Evidencias suficientes mostraron que la dieta puede alterar la composicion microbiana intestinal y los
componentes de los alimentos como los polifenoles, pueden aumentar o disminuir las especies
microbianas beneficiosas y nocivas en la microbiota intestinal. El objetivo de este estudio es determinar
la cantidad de metales presentes en cladodio, pulpay piel de Opuntia ficus-indica, asi como la capacidad
antioxidante medida a través de los polifenoles, flavonoides y carotenos. Y como la presencia o ausencia

de antioxidantes y de metales, podria afectar a la calidad o funcionalidad de la microbiota intestinal.

Palabras clave: Opuntia, metales, capacidad antioxidante, microbiota, salud, nopal.



ABSTRACT

The nopal, (Opuntia ficus-indica), belongs to the Cactaceae family. Its geographical distribution mainly
covers Mexico and Latin America; in Spain, the prickly pear is especially distributed along the
Mediterranean coast. Recent studies have shown that the consumption of Opuntia ficus-indica has

important health benefits, mainly due to its antioxidant properties.

The intestinal microbiota is considered a new target for the prevention and nutritional management of
inflammatory and metabolic disorders associated with chronic non-communicable diseases. Likewise,

recent studies show that obesity is associated with an imbalance in the microbiota.

Dietary metals, as critical nutrients, have the potential to change the distribution and function of the
microbiota. Several studies indicate how the luminal concentrations of metals in the diet change the
microbial populations in the intestines. Heavy metal-induced dysbiosis can affect metabolic and
physiological functions, thus contributing, in part, to the development or progression of various diseases

in the host.

Likewise, polyphenols can prevent or reverse the progression of disease processes through different
mechanisms. In particular, the relationship between polyphenols and the gut microbiota, recently
revealed thanks to DNA-based tools and state-of-the-art sequencing, revealed the central regulatory
role of dietary polyphenols and their gut metabolites in host energy metabolism and related diseases.
The power of dietary phytochemicals that are transformed into metabolites that exert biological
activities at times with greater potency than the initial molecules is highlighted. Recent research found
that increasing the dose of prebiotics, including fruit polyphenols, led to significant changes in the

bacterial colonies of the gut microbiota.

Sufficient evidence showed that diet can alter the intestinal microbial composition and food
components such as polyphenols can increase or decrease beneficial and harmful microbial species in
the intestinal microbiota. The objective of this study is to determine the amount of metals present in
cladodes, pulp and skin of Opuntia ficus-indica, as well as the antioxidant capacity measured through
polyphenols, flavonoids and carotenes. And as the presence or absence of antioxidants and metals, it

could affect the quality or functionality of the intestinal microbiota.

Keywords: Opuntia, metals, antioxidant capacity, microbiota, health, nopal.
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1. INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

El nopal (Opuntia ficus-indica), comUnmente conocido, entre otros nombres, como higuera, palera,
tuna, chumbera, es una especie arbustiva del género Opuntia de la familia de las cactdceas y esta
presente en zonas aridas y semiaridas. En los Ultimos tiempos, se han publicado numerosos estudios
sobre los beneficios nutricionales y de salud de esta cactdcea (EI-Mostafa et al., 2014). Esta planta es
notablemente rica en polifenoles, vitaminas, acidos grasos poliinsaturados y aminoacidos. Los
compuestos identificados y sus derivados han mostrado poseer actividad por su ingesta en humanos,
muy relevantes incluyendo la antiinflamatoria, antioxidante, hipoglucémica, antimicrobiana vy

neuroprotectora, entre otras.

El género Opuntia, incluye especies que producen frutas comestibles muy nutritivas, asi como, tallos,
conocidos como cladodios, los cuales son consumidos como vegetales. México es considerado uno de

los lugares con mayor diversidad genética de los nopales (géneros Opuntia spp y Nopalea spp).

La tuna (el fruto), tiene tres componentes que pueden ser utilizados comercialmente: las semillas, la
cascaray la pulpa. Contiene aproximadamente un 85% de agua, un 15% de azucares, un 0.3% de cenizas
y menos del 1% de proteina. La pulpa es una fuente de minerales y varios aminodcidos (alanina, arginina
y asparagina), vitaminas como las vitaminas C (acido ascérbico), E, K y B-carotenos, también incluye
flavonoides y betalainas, los cuales son responsables de la actividad antioxidante (Cota-Sanchez et al.,

2016).

Varios autores han realizado estudios acerca de la composicion quimica de la tuna (Sawaya et al., 1983);
(Sepulveda & Saenz, 1990); (Ewaidah & Hassan, 1992); Cacioppo, 1992; Sdenz et al., 1995a; (de Chavez
et al., 1995); (Vélez-Gutierrez & Rodriguez-Garay, 1996); (Vélez-Gutierrez & Rodriguez-Garay, 1996);
(Sdenz & Sepulveda, 2001)).

1.1. Actividad bioldgica y aplicaciones en la salud de los componentes de Opuntia ficus-indica

Una serie de actividades bioldgicas han sido estudiadas y atribuidas a Opuntia, entre ellas, algunas con

potencial en aplicaciones en la salud y otras en aplicaciones en nutricion. En los préoximos parrafos se

describen las actividades mas destacadas.

Medicinalmente la tuna y sus extractos se han usado en el tratamiento de la diabetes, el colesterol y

enfermedades del sistema inmune. Los polisacdridos extraidos de Opuntia ficus-indica han sido usados



para proteger al higado del dafio producido por los pesticidas organofosforados, en la medicina
tradicional China se ha usado para el tratamiento del dolor y la inflamacion y como agente contra las

picaduras de serpientes (Cota-Sanchez et al., 2016).

Quizas las actividades de Opuntia con aplicaciones en la salud humana mas importantes son la actividad
anti ulcerosa, la antiinflamatoria, la neuroprotectora, la antitumoral, la antiviral, la antidiabética, la

hepatoprotectora, la actividad contra el dafio renal y la antioxidante (Kaur, 2012).

En el caso concreto de las betalainas presentes en la tuna, tienen un gran nimero de actividades entre
las que se encuentran la actividad antioxidante, siendo esta actividad aun mayor que la de las
antocianinas y la vitamina C, participan en la captacion de radicales libres. Se ha estudiado su actividad
beneficiosa en el cdncer de ovario y cancer cervical y enfermedades cardiovasculares debido a que
regulan las lipidemias, ya que inhiben la mieloperoxidasa, induciendo nitrato oxidacién de lipoproteinas
de baja densidad (LDL) por captacion de radicales lipo peroxilo. Asi mismo, disminuyen el colesterol, los
triglicéridos y LDL, incrementando las lipoproteinas de alta densidad (HDL). Disminuyen los niveles de
glucosa y el indice aterogénico. También se ha evidenciado actividad antimaldrica debido a que actlan
como agentes quelantes de los iones Ca?*, Fe2 +y Mg?*, los cuales bloquean el transportador intracelular
de colina de los parasitos. La actividad antimicrobiana de las betalainas puede deberse a sus efectos
adversos sobre la estructura, funcion y permeabilidad de la membrana celular de los microorganismos,

lo que eventualmente conduce a su muerte celular (Gengatharan et al., 2015).

Son numerosos los estudios llevados a cabo para recabar informaciéon sobre la composicion mineral de
latuna, en el caso concreto de la tabla (Tabla 1), recopila la informacion proporcionada por los siguientes
estudios: (1) (Askar & El Samahy, 1981). (2) (de Chavez et al., 1995). (3) (Sawaya et al., 1983). (4)
(Sepulveda & Sdenz, 1990). (5) (Vélez-Gutierrez & Rodriguez-Garay, 1996).

A continuacién se muestra la composicién mineral de la parte comestible de las tunas cultivadas en

diferentes paises.

244 490 27,6 12,8 =
98,4 85,0 27,7 161 =
= 26 15 0,4 =
1,1 50 08 06 164
90,0 220 161 217,0 78,72
28,2° - 154 328 =

Tablal. Composicién mineral de la pulpa de tuna (mg/100 g)



Por otra parte, los aceites de la semilla de la tuna previenen la diabetes inducida por aloxan en el ratén
por administracion oral debido a la inhibicién de formacion de radicales libres, o bien por la captacién
de los radicales producidos, por sus efectos sinérgicos de los compuestos antioxidantes y la capacidad
de los acidos grasos poliinsaturados para mejorar las células pancreaticas (Habtemariam, 2019). El
extracto DWJ504 de las semillas de la tuna reduce la esteatosis hepatica y la inflamacién mediante la
regulacion de la lipogénesis hepatica de novo y polarizacién de macroéfagos contra la esteatohepatitis

no alcohdlica experimental inducida en ratones con una dieta alta en grasas (Kang et al., 2016).

1.2. Relacién entre la microbiota y compuestos con actividad bioldgica encontrados en Opuntia ficus-

indica

1.2.1.Metales en la dieta y microbiota intestinal:

Como ya se ha comentado, el intestino es un ecosistema complejo en el que cientos de especies
bacterianas interactiany llenan distintos nichos. Al igual que con cualquier ecosistema, la disponibilidad
de recursos es una fuerza poderosa que dicta la estructura de la poblacién y la limitacién de los recursos
impulsa la competencia entre especies e incluso individuos (Lopez & Skaar, 2018). Por ejemplo, la
disponibilidad de oxigeno durante la inflamacién provoca una interrupcion, o disbiosis, de la microbiota

al favorecer la expansién de Enterobacteriaceae.

En el caso del hierro, en la dieta tiene una eficiencia de absorcién inferior al 20%, dejando la mayor
parte de la absorciéon de hierro dentro de la luz intestinal a la microbiota (Jaeggi et al., 2015). Sin
embargo, los estudios que examinan los efectos del hierro en la dieta sugieren que el hierro impulsa
cambios en la microbiota que pueden resultar en una mayor susceptibilidad a las infecciones (Constante
et al., 2017) (Jaeggi et al., 2015). Por ejemplo, la suplementaciéon con hemo (una molécula de porfirina
gue contiene hierro) reduce la abundancia relativa de Firmicutes (Constante et al., 2017), que contiene

miembros de la clase Clostridia, productor beneficioso de butirato.

Por otra parte, se han confirmado las complejas interacciones entre la microbiota intestinal y los metales
pesados (MP), en los ultimos afios, especialmente en 2019y 2020, el estudio de la relacién entre ambos,
ha aumentado enormemente. La exposicién a metales pesados altera la microbiota intestinal y, a su
vez, la microbiota intestinal afecta a la biotransformacién de los metales pesados y por lo tanto sus
efectos toxicos. Por ejemplo, en ratones el Cd induce disbiosis intestinal que agrava la lesion hepatica al
aumentar la permeabilidad intestinal (Liu et al., 2020). Se trata de una relacion bidireccional, donde la

microbiota intestinal afecta la absorcién y el metabolismo de los MP y puede afectar a la integridad de



la barrera intestinal, que a su vez, vuelve a afectar a la absorcién de MP. La exposicion a MP altera la
composicidn, funcion y perfil metabdlico de la microbiota intestinal. Hay evidencia epidemioldgica de
gue los MP contribuyen al desarrollo de diversas enfermedades metabdlicas, y que la etiologia y la
progresiéon de éstas se deben a las alteraciones de la microbiota intestinal inducidas por los MP(Alonso,

2019).

A su vez, la microbiota intestinal altera la absorcion y el metabolismo de los MP al actuar como una
barrera fisica para la absorcion de éstos y al alterar el pH, el equilibrio oxidativo y las concentraciones
de enzimas de desintoxicacién o proteinas involucradas en el metabolismo de MP. Se ha demostrado
gue los probidticos reducen la absorcidon de MP en el tracto intestinal, mejorando el “secuestro” (la
desintoxicacién) de los MP intestinales, esto lo logran modificando la expresién de las proteinas

transportadoras de metales y manteniendo la funcion de barrera intestinal (Alonso, 2019).

1.2.2. La microbiota y su relacién con los antioxidantes de la dieta:

Los polifenoles de la dieta pueden ser metabolizados por la microbiota intestinal del huésped a
compuestos bioactivos, que a su vez pueden alterar dicha microbiota e influir en la salud del huésped
(Koudoufio et al., 2020). Durante muchos afios, los beneficios para la salud de los polifenoles se han
atribuido a su capacidad antioxidante como captadores de radicales libres. Mas recientemente se ha
descrito que los polifenoles activan otras vias de sefializacidn celular que no estan relacionadas con la
produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) sino que estdn involucradas en la regulacién
metabdlica (Sandoval et al., 2020). Es interesante, aungue todavia no se comprende bien, que se estan
acumulando pruebas sobre la influencia de los polifenoles de la dieta, percibidos como xenobidticos,

sobre la modulacién de la microbiota y la salud del colon.
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Figura 1. Acciones beneficiosas resultantes de la interaccién entre polifenoles y microbiota intestinal.

Tal y como se muestra en la Figura 1 (Koudoufio et al., 2020), donde se pueden observar diversas

acciones beneficiosas resultantes de la interaccion entre polifenoles y la microbiota intestinal.

Los estudios también han demostrado que la ingesta de polifenoles modula el perfil microbiano
intestinal y regula la salud del huésped manteniendo la homeostasis, demostrando propiedades
prebidticas. Sus efectos sobre el organismo del huésped son significativos, a pesar de su presencia en
baja concentracion (Mithul Aravind et al., 2021). Esta actividad prebidtica favorece el crecimiento de las
bacterias beneficiosas, resultando en una menor disponibilidad de nutrientes para las bacterias

patdgenas, actuando asi como agentes antimicrobianos frente a ellas (Espin et al., 2017).

El mayor consumo de alimentos ricos en polifenoles y su biodisponibilidad reduce el riesgo de diversas
enfermedades crénicas no transmisibles (Espin et al., 2017). Los polifenoles ejercen estas actividades
modulando enzimas criticas de los procesos metabdlicos. Un estudio destaca que, mientras que los
polifenoles mejoran la composicion, diversidad y funciones de la microbiota, a través de sus acciones
prebidticas, la microbiota intestinal los transforma en eficientes reguladores bioactivos capaces de
optimizar la salud cardiometabdlica en individuos sanos, al tiempo que alivia y mitiga el sindrome
metabdlico (SM) en los pacientes (Koudoufio et al., 2020). En términos de los efectos prebidticos
beneficiosos, los polifenoles ejercen el resultado mejorando el crecimiento y establecimiento de
bacterias probidticas como Bifidobacteriaceae y Lactobacillaceae e inhibiendo el crecimiento de
bacterias patdgenas como E. coli, Clostridium perfringens y Helicobacter pylori (Mithul Aravind et al.,

2021).



Por otro lado, la microbiota intestinal mejora la homeostasis intestinal y la salud cardiometabdlica al
producir metabolitos polifendlicos. Los metabolitos polifendlicos, producidos por la microbiota
intestinal una vez absorbidos y dirigidos a los tejidos y érganos diana, contribuyen a la salud metabdlica,
a través de sus propiedades antioxidantes y antiinflamatorias, al prevenir o reducir el riesgo de
desarrollar varios trastornos cardiometabdlicos (TCM), en gran medida el SM. En las Ultimas dos
décadas, las estrategias para limitar los efectos nocivos del SM se han centrado en un régimen de dieta
gue contenga frutas naturales, verduras, cereales integrales, legumbres, probidticos, vitamina C,
vitamina E y 4cidos grasos poliinsaturados w-3 (Spahis et al., 2018) (Sabaté & Wien, 2015) (Esmaillzadeh
et al., 2005) (Mallappa et al., 2012).

La quercetina, es un polifenol perteneciente a los derivados de flavonoles, la cual ha atraido mucho
interés del medio biomédico debido a sus propiedades beneficiosas en la prevencion de enfermedades,
a pesar de su limitada biodisponibilidad debido a su baja solubilidad, débil estabilidad en el tracto
gastrointestinal superior y su rapido metabolismo. Sin embargo, las moléculas de quercetina que no
pueden absorberse en el intestino delgado llegan al colon y las bacterias luminales las metabolizan en
una serie de acidos fendlicos (Blumberg et al., 2016). De hecho, las propiedades promotoras de la salud

observadas en la quercetina podrian explicarse por los metabolitos mediados por la microbiota.

Por otro lado, la disminucion de peso en la obesidad, un elemento importante en el desarrollo de SM,
en respuesta al consumo de alimentos ricos en polifenoles, se ha atribuido al papel de sus metabolitos
en el aumento del consumo de energia a través de la modulacién de la diferenciacion celular y la

termogénesis en el tejido adiposo (Mele et al., 2017).

A continuacion, se describen los contenidos en algunos compuestos de interés, tanto de la tuna de

Opuntia spp, como de algunos otros componentes de la planta.

1.3. Compuestos con actividad antioxidante de interés, encontrados en Opuntia ficus-indica

El fruto o tuna, puede distinguirse por su color, el cual puede ser verde, amarillo, naranja y/o rojo, o
bien por su formay por la presencia o ausencia de espinas. Contiene un gran nimero de semillas, podria
decirse que aproximadamente del 30 al 40% del peso humedo de la fruta. Sin embargo, generalmente
no son aprovechadas. Estas semillas, representan una importante fuente de acidos grasos
poliinsaturados, vitaminas, polifenoles, flavonoides y taninos. La semilla contiene un 25% de fibra cruda,
la cual ha sido estudiada en cuanto a sus propiedades tecnofuncionales, principalmente su capacidad

de absorcién de agua y aceite, alcanzandose 1.6 y 7.1 g/g de harina, respectivamente, lo que posiciona
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a la harina de semilla de tuna dentro de las mejores harinas usadas en alimentos para retencion de agua
y aceite. Adicionalmente se le determind un 65% de fibra dietética total; siendo una alternativa viable

en comparacién con fuentes tradicionales.

Elaprovechamiento de la tuna, genera una gran cantidad de residuos ya que la piel no se consume como
alimento, pero podria servir como una posible fuente de grasas y proteina para consumo animal debido
a gue contiene un 3.8% (en base huimeda) de lipidos. La piel, también contiene componentes
nutricionalmente importantes como los carotenos y tocoferoles (vitamina E). Los niveles de vitamina E
en alta concentracion y los a-tocoferoles constituyen aproximadamente un 80.5%, los B-tocoferoles un
10.2%, los y-tocoferoles un 8% vy los &-tocoferoles un 1.20%. También se ha detectado vitamina K1

(1.09g/Kg) (Ramadan & Morsel, 2003).

Se destaca, por haber sido objeto de los experimentos realizados para determinar la capacidad
antioxidante de Opuntia ficus-indica: las betalainas, los carotenoides y los polifenoles de los cuales se

ha destacado los flavonoides.

1.3.1.Betalainas

Las betalainas, son pigmentos naturales hidrosolubles con nitrégeno en su estructura (Figura 2), que se
sintetizan a partir del aminoacido tirosina. Las betalainas se dividen en dos grupos: las betacianinas, las
cuales contienen un residuo de ciclo-dihidroxifenilalanina (ciclo-DOPA) y exhiben una coloracién rojo-
violeta; y betaxantinas, las cuales contienen diferentes cadenas laterales de aminoacidos o aminas y
exhiben una coloracién amarillo-naranja. Estos compuestos, tienen aplicacion como colorantes
naturales en la industria farmacéutica, cosmética y alimentaria. En concreto, la betanina es el
compuesto responsable del color rojo autorizado y clasificado como colorante natural de los alimentos.
En las Ultimas décadas se han estudiado las propiedades saludables de estos compuestos, entre las que
se pueden destacar su actividad antioxidante, antidiabética, antiinflamatoria y anticancerigena (Mancha

etal.,, 2019).

J\ Hooc”
HOOC . ~"“cooH
H

betaxantinas
belacianinas

Figura 2. Estructura quimica de las betalainas.
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1.3.2.Carotenoides

Los carotenoides, son tetraterpenos naturales derivados de la union de 8 unidades de isopreno, que
origina un esqueleto de 40 dtomos de carbono. En general los carotenoides se clasifican en dos grandes
grupos: carotenoides compuestos sélo de carbono e hidrégeno que se denominan carotenos y los que
contienen oxigeno que se denominan xantofilas. Los carotenoides pueden presentar una estructura
aciclica o ciclica de cinco o seis carbonos en uno o ambos extremos de la molécula. Dado el gran nimero
de dobles enlaces de la cadena central, los carotenoides pueden existir en conformaciones cis/trans,
aunque la mas estable y por tanto presente en la naturaleza es la trans. Su cromdéforo caracteristico (al
menos diez dobles enlaces conjugados) explica su coloracion amarilla o anaranjada y su enorme

sensibilidad a la oxidacion.

En la figura siguiente (Figura 3), se muestra la estructura de seis carotenoides: el a-caroteno, B-caroteno

y licopeno, pertenecen al grupo de carotenos y la B-criptoxantina, luteina y zeaxantina al de xantofilas.

Figura 3. Estructura quimica de los carotenoides.

La luteina (Figura 4) pertenece al grupo de las xantofilas, de formula general CaoHssO2 y nombre
sistematico B, e-carotene-3,3'-diol. Este pigmento carotenoide es uno de los principales componentes
de vegetales verdes, frutas de color naranja y yema de huevo, donde se puede encontrar libre o
esterificada con acidos grasos. La fuente mas importante son los pétalos de flores de Tagete (Tagete
erecta), en donde la luteina esta quimicamente ligada a varios tipos de acidos grasos como el acido
ldurico, miristico y palmitico. Al saponificar el extracto de Tagete, se obtiene luteina libre.
Especificamente los pigmentos carotenoides son compuestos liposolubles, que normalmente se extraen
con solventes organicos tales como: acetona, éter de petrdleo, benceno, hexano, éter dietilico,

cloroformo, etanol y metanol (desventajas como: la degradacién y pérdida de los componentes
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bioactivos). La luz, el oxigeno y la alta temperatura promueven la degradacién e isomerizacién de la

luteina.

H""\-\.\_.-

o LOH
- | ] % T
‘-:-C'_,.-"'ﬁh:w":_.-"'nh' -~ ;E?..#'#ﬁh:‘b’fﬁﬁﬁ -"ﬁ:\}' .-"'-ﬁ""‘- "'H{%":\"'"_ %

HO" ™
Luteina

Figura 4. Estructura quimica de la luteina.
1.3.3.Polifenoles

Los polifenoles, son metabolitos secundarios de las plantas y son ricos en muchos alimentos vegetales
como frutas, verduras, cereales y bebidas de café y té. Los polifenoles y fendlicos a menudo se usan
indistintamente en la literatura. Segun las caracteristicas estructurales, los polifenoles / fendlicos se
clasifican en acidos fendlicos como el acido benzoico y derivados del acido cindmico, flavonoides y no
flavonoides como estilbenos, lignanos y acidos eldgicos. Los flavonoides son el esqueleto difenilpropano
de los polifenoles (Mithul Aravind et al., 2021). Los flavonoides son pigmentos heterociclicos que
contienen oxigeno ampliamente distribuido entre las plantas, constituyendo la mayoria de los colores
amarillo, rojo y azul de las plantas y frutas, al consumirlos obtenemos de ellos propiedades
antiinflamatorias, antimicrobianas, antitrombdticas, antialérgicas, antitumorales, anticancerigenas y
antioxidantes. De esta Ultima, principalmente, radica su funcidn en el sistema nervioso, pues se ha visto

relacién de proteccion en enfermedades neurodegenerativas (Jiménez et al., 2009).

Dentro de los flavonoides, distinguimos los glicésidos de flavonol o flavonoides, son los flavonoides mas
ampliamente distribuidos en las plantas que forman parte de la dieta. Pueden variar en su color desde
el blanco hasta el amarillo. Estdn representados principalmente por la quercetina, el kaempferol y la
miricetina. La isorhamnetina, el derivado metilado de la quercetina, es también bastante comun. (Figura

5),

OH

HO Rz

OH

OH (0]

Ry =H; Rz = H: Kaempferol
Ry=0H; Rz;=H: Quercetin

Ry =0H; R;OH: Myricetin

Ry = OCHaz: Rz = H: Isorhamnetin

Figura 5. Resumen de la estructura de los flavonoles.
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Los flavonoles se encuentran en las plantas casi siempre en forma de conjugados glicosilados. (Figura

6).

DH
OHOH gy

Figura 6. Estructura del Kaempferol 3-O-B—rutinoside.

Debido a que el Nopal, por sus posibles propiedades nutricionales podria ser perceptivo de incluirse,
aumentar su consumo o utilizarse como suplemento en la dieta tradicional de distintos paises como
compuesto activo en la prevencidon de ciertas enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo
(cancer, diabetes y enfermedades cardiovasculares), se ha considerado interesante estudiar ciertos

nutrientes presentes en Opuntia ficus-indica y su posible relacidon con la microbiota intestinal humana.

2. OBIJETIVOS

El objetivo general de este trabajo de fin de Master (TFM), es determinar la concentracion de metales,
asi como, la concentracion de compuestos bioactivos antioxidantes, en pulpa, piel y cladodio de Opuntia

ficus-indica. Asi mismo, este objetivo nos permite plantear otros objetivos mas especificos, tales como:

e Conocer los habitos de consumo de Opuntia ficus-indica, para ello, se ha llevado a cabo una
encuesta dirigida a la poblacion general.

e Determinar la relacion entre sus propiedades y su composicién cuantitativa, es decir, en
qgue parte de la planta se encuentran en mayores proporciones aguellos compuestos de
interés.

e Y como la presencia o ausencia de antioxidantes y de metales, podria afectar a la calidad o

funcionalidad de la microbiota intestinal.
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3. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

3.1. Encuesta de frecuencia de consumo de opuntia

La encuesta de frecuencia de consumo de Opuntia, fue redactada por el equipo de investigacién en
calidad y seguridad alimentaria de la Universidad Miguel Herndandez perteneciente al campus de
Orihuela. Esta encuesta consta de 13 preguntas (disponibles en el apartado de resultados), sobre
variables sociodemograficas y sobre el consumo y grado de conocimiento de Opuntia ficus-indica. Para
su contestacién, debido al confinamiento parcial por la Covid-19, fue distribuida a través de redes
sociales, a la poblacién general. En concreto se elaboré un cuestionario con la aplicacion de

cuestionarios de Google y posteriormente se distribuyd a través de la App WhatsApp.

3.2. Materiales y métodos empleados para la determinacién de metales

3.2.1.Equipos de laboratorio empleados:

La balanza que se ha utilizado para pesar las muestras de Opuntia ficus-indica es una balanza de

precisién Mettler AE 240 (Estados Unidos).

Para la digestién de las muestras se utilizd una placa Thermobloc Falc, donde se introducen los tubos
de cristal Pyrex que contienen las muestras. Mediante un panel tactil es posible controlar las

condiciones de trabajo, variando la temperatura, y el tiempo de cada etapa.

El analisis del contenido en metales se realizd con un ICP-MS (Espectrometria de Masas con Plasma
Acoplado Inductivamente), Thermo Scientific ICP-MS Agilent 7500 series (Figura 7) propiedad del Dr.
Eugenio Vilanova. Es una técnica relativa y altamente sensible de analisis inorgdnico elemental, que
permite determinar y cuantificar la mayoria de los elementos de la tabla periddica en cantidades traza,
es decir, es capaz de detectar elementos que tengan un potencial de ionizacién menor que el potencial
de ionizacién del argdén y a concentraciones muy bajas. Ademads, permite realizar el andlisis
multielemental de la misma muestra y llevar a cabo la determinacién de la composicién isotdpica de los

elementos y las concentraciones son determinadas mediante una curva de calibracién.
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Figura 7: Equipo ICP-MS del laboratorio del Dr. Eugenio Vilanova.

Los sistemas de extraccién localizada, o campana extractora, dispositivo mecénico cuya finalidad es
captar los contaminantes liberados en un foco. Las campanas capturan, contienen y expulsan al exterior
las emisiones generadas por sustancias quimicas peligrosas y protegen al operador contra proyecciones
y salpicaduras y permite la entrada de aire limpio, facilitando la renovacién de aire del laboratorio ya

gue crea una depresion en el laboratorio que evita la salida de contaminantes a zonas anexas.

El liofilizador (Figura 8). Se trata de un método de conservacion de alimentos, que consiste en
deshidratar alimentos previamente congelados, y eliminando el hielo mediante un ligero calentamiento

en vacio, asi la transformacién es directa de hielo a vapor sin pasar por el estado liquido.

Figura 8: Liofilizador. CAmara seca y condensador con circuito de refrigeracién.

El liofilizador consta de tres partes, la cdmara seca o camara de liofilizacion es donde se coloca la
muestra a liofilizar. Es donde tiene lugar la sublimacion, pasando el agua de sélido a vapor, el cierre es
hermético y se trabaja bajo vacio. Otra parte es el condensador con circuito de refrigeracién, el cual

comunica con la cdmara seca y es donde se condensa el vapor que se va produciendo en la sublimacion
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(un refrigerante lo mantiene a una temperatura mas baja que la cdmara seca, entre -50 y -125°C). Por
ultimo tenemos, el sistema de vacio (Figura 9), el vacio se produce con una bomba de aceite que trabaja
sobre 10-12 mbar conectada a una trampa para que no pasen vapores del solvente a su interior. El
sistema de vacio elimina primero el aire de la cdmara seca al iniciar el proceso de liofilizacién, y luego

ayuda en la sublimacion.

Figura 9: Bomba de vacio acoplada al liofilizador.

Otra herramienta empleada en el procesamiento de las muestras para la determinacién de metales ha
sido el molinillo de café, herramienta empleada en cocina para moler los granos de café, que puede

usarse para moler otros alimentos.

3.2.2.0btencién y procesamiento de las muestras para ser analizadas:

Las muestras de Opuntia ficus-indica se recogieron en la zona del campo de Elche, concretamente en
Salades (Figura 10) en el mes de octubre, se trata de muestras ya maduras, ya que el mejor mes para su

recoleccién dptima es entre agosto y septiembre.

Figura 10. Planta de Opuntia ficus-indica en Salades.
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Se obtuvieron tres tipos de muestras diferentes de Opuntia ficus-indica:

e Fruto: la pulpa

e Fruto: la piel

e Cladodio o tallo
Una vez en el laboratorio, se lavaron los frutos y los cladodios, para eliminar las espinas y la tierra, se
escurrierony se secaron con papel absorbente. Seguidamente se cortaron la pulpa, la piel y los cladodios
en trozos pequefios de aproximadamente 0,5 cm de didmetro y luego se guardaron en envases de
plastico inerte, se evita utilizar papel de aluminio, para evitar una posible migracién de minerales del
papel de aluminio a la muestra. Una vez rotulados y llenos los recipientes con las muestras
correspondientes, se utilizaron 2,5 frutos o partes de 2,5 cladodios por bote, se conservaron a - 80°C

hasta su posterior liofilizacion.

3.2.2.1. Liofilizacion:
Todo el proceso de liofilizacién se realizé bajo el mismo protocolo, tanto para la pulpa, y la piel, como
para el cladodio o tallo. Para ello se necesité el liofilizador, alli se mantuvieron cada una de las muestras,
durante 48 horas a una presion reducida de 0.220 mbar (milibares), como podemos apreciar en la Figura
8. El proceso de liofilizacidn tiene lugar en dos fases diferentes, sublimacion, donde se elimina el vapor
de agua a presion reducida, y desecacion, donde se elimina la humedad del alimento, siendo esta fase
una consecuencia de la fase de sublimacion. Finalmente, una vez alcanzada la humedad residual

deseada, se obtiene el producto liofilizado, el cual se conservé a una temperatura negativa de -80°C.

3.2.2.2. Molienda:
Posteriormente se procedié a molienda de las muestras con el molinillo de café, hasta la obtencién de

un polvo muy fino (Figura 11).

Figura 11. Muestras de grano muy fino obtenido después del paso de la muestra liofilizada por el molinillo de

café. Polvo de pulpa (amarillo), piel (naranja) y cladodios (verde).
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Una vez obtenido el polvo fino, se homogeneizaron las muestras, asi se evita la variabilidad entre los
frutos o cladodios seleccionados, se procedié a mezclar tres muestras diferentes (cada una de las
muestras procede de 2,5 higos), asi cada una de las muestras a analizar (pulpa, piel o cladodio), procede
de una mezcla de 7,5 frutos o cladodios distintos. Las muestras asi obtenidas se conservaron a -80°C

hasta su analisis final.

3.2.2.3. Digestion y mineralizacion:
Previo al andlisis de las muestras mediante la técnica de ICP-MS, se procedid a la digestion y
mineralizacién de las muestras. En este caso se utilizo, la mineralizacién por calentamiento en bloque

de digestion

Las ventajas que presenta este procedimiento son:

 La mineralizacién de la muestra es rdpida, debido a que la temperatura de mineralizacion se
adquiere rdpidamente y de forma uniforme, al quedar los tubos practicamente cubiertos por el
blogue, evitdndose gradientes de temperatura que conllevan pérdida por proyecciones y
evaporacion de los acidos.

* La mineralizacién tiene lugar a temperatura constante y mas baja, que si se utiliza el método
convencional de la placa calefactora.

« El volumen de reactivos afiadidos es comparativamente menor al de otros procedimientos de

mineralizacion por via hiumeda, con lo que se disminuye el riesgo de contaminacién.

Para la digestidn de las muestras de pulpa, piel y cladodios, se pesaron 0,5g de las distintas muestras
liofilizadas y siempre por triplicado, en tubos de plastico, se etiquetaron como pulpa (Pu); piel (Pi) y las
de cladodio (Cl) (cada una de las muestras corresponde a la mezcla de 7,5 muestras sin liofilizar). Una
vez pesadas las muestras se afladen 5mL de HNO3 al 65 % (v/v). La mezcla se somete a una primera
etapa de digestién en el Thermobloc a una temperatura de 60°C durante 30 min y en una segunda
etapa a 120°C durante 180 min. Una vez pasado este tiempo, se dejaron enfriar y posteriormente se les
sometid a una segunda digestion, pero esta vez se afiadié 1mL de acido perclérico al 60%, se volvieron

a colocar en el Thermobloc a 120°C durante 90 minutos.

Para obtener mediciones de metales que pudieran estar dentro del rango de lectura del ICP MS, las
muestras resultantes de la digestion, se trasvasaron a un matraz aforado de 10mL, enrasando a 10mL
con agua ultra-pura Milli-Q. Las disoluciones asi obtenidas (Figura 12) se conservaron a 4°C, para

posteriormente medir su contenido de elementos minerales mediante la técnica ICP-MS.
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Figura 12. Preparacion de las muestras para ser analizadas.

3.2.3.Determinacién de metales por ICP-MS

Una vez que se han obtenido las muestras procesadas en forma de disolucidon de las distintas partes de
Opuntia ficus-indica, se procede a medir y cuantificar los contenidos en elementos mediante el equipo
de ICP-MS. El uso del ICP-MS, es una técnica muy adecuada para el control analitico de la contaminacion
ambiental por metales traza, con alta sensibilidad y total especificidad, con la ventaja de la
determinacién simultdnea de multiples elementos. Los metales asi analizados son Be, B, Na, Mg, Al, K,

Ca, V, Cr, Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Zn, As, Se, Sr, Mo, Cd, Ba, Hg, Tl, Pb, Bi, Au, Agy U.

En el ICP- MS plasma inductivamente acoplado, se forma un plasma de gas argén, obtenido por la
interaccién de un campo de radiofrecuencia y el gas argén ionizado. La corriente de argdn, fluye entre
dos tubos de cuarzo y se hace conductora por exposicidon a una descarga eléctrica que crea iones y
electrones. Estos, son obligados a circular, dentro del campo magnético, por un espacio anular cerrado,
en el que sufren un calentamiento debido a la resistencia que encuentran, provocandose una ionizacion
adicional. Este proceso, consigue que el plasma se expanda en todas las direcciones, en cuyo centro se
inyecta la muestra problema en forma de aerosol. Los dtomos de la muestra estan sometidos a
temperaturas entre 6000-8000°K, consiguiéndose una disociacion casi completa y lograndose una
reduccién de las interferencias quimicas. Los iones de los dtomos de la muestra, son orientados por
lentes electromagnéticas hacia un espectrémetro de masas, permitiendo la separacion de los elementos
y sus is6topos, por la relacion masa/carga, gracias a campos electromagnéticos que orientan los iones
hacia un detector, que cuenta los impactos de los iones, detectdndose asi los diferentes isétopos del

elemento y cuantificandolos.
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Para cubrir todo el espectro de masas y con el objetivo de corregir la variabilidad propia del equipo, se
usd como patrones internos Sc (m/z 45), Y (m/z 89) y Re (m/z 185) ICP estandar 1000 mg/L, CertiPUR®

Merck. Los criterios de eleccidn de estos elementos fueron:

1. Elementos que presumiblemente no se encontraran presentes en Opuntia ficus-indica.

2. Que se tratara de mono isétopos.

Con estos patrones, se realizd una disolucion (usando HNOs al 5% como diluyente), con un volumen de
500 ml conteniendo los tres elementos a una concentracién de 1000 mg/L cada uno, a la que se llamd
patrén interno (Pi). La disolucién Pi, se distribuyé mediante |. el uso de dispensador automatico a tubos
Falcon con 1 ml de Pi cada uno; 3 tubos para cada una de las muestras de cladodio, 3 para cada una de
las muestras de piel, 3 para cada una de las muestras de pulpa, 15 tubos para los patrones de calibracién
y 10 tubos para blancos de laboratorio y para reserva. Se tomaron 5 ml de cada muestra problema y se

agregaron a los tubos previamente preparados con 1 ml de Pi,

La sefial de medida del ICP-MS, se obtiene a partir de las cuentas por segundo de cada disolucion seriada
del patron. Para conseguir las curvas de calibrado correspondientes de cada elemento a analizar,
expresadas como cuentas por segundo frente a la concentracidn de cada elemento, en primer lugar, se
realizd un ajuste interno del ICP-MS con una disolucion patrén 10nM de Litio, Cobalto, Talio e Ytrio de
Autotune de Agilent Instruments. Previo al comienzo del andlisis de las muestras en el laboratorio, se
llevé a cabo la puesta a punto del método con las condiciones mas adecuadas para medir dichos
elementos. Para ello, se utilizaron dos métodos: el método cuantitativo (“fullquant”) y el método

semicuantitativo (“semiquant”).

El método cuantitativo, se utilizd para analizar aquellos elementos de los cuales se habian preparado
previamente sus respectivos patrones. Este método, calcula las concentraciones de cada elemento
mediante las curvas de calibrado, que son construidas a partir de las concentraciones conocidas de los

patrones que se han introducido previamente.

En cambio, el método semicuantitativo se utilizé para determinar aquellos elementos que eran
interesantes para analizar, pero de los que no se disponia de patrén. Este método se basa en que la
respuesta de un ion formado en el plasma, es una funcion continua de la masa ion. De esta forma se
pueden construir curvas de respuesta, utilizando como patrones una serie de elementos a
concentraciones conocidas y que cubran todo el rango de masas, si el equipo se ha calibrado

previamente con una disolucion de concentracion conocida de algunos elementos representativos del
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sistema periddico. Este modo de trabajo permite obtener resultados en tiempo de analisis muy cortos

con errores en torno al 10%, margen que es suficiente en muchos controles.

3.3. Materiales y métodos empleados para la determinacién de la capacidad antioxidante

3.3.1.Cuantificacion de polifenoles totales:

El procedimiento de extraccién para la cuantificacién de polifenoles totales y actividad antioxidante se
prepard segun lo descrito por (Wojdyto et al., 2008). El contenido en fenoles totales (TPC) se midid

utilizando el método colorimétrico Folin-Ciocalteau descrito por (Chong et al., 2013) (Figura 13) .

Se procedio a la preparacién de un extracto, los experimentos se realizaron por triplicado, tomandose
muestras de liofilizado de piel, cladodio y pulpa. En el caso de la piel, se pesd aproximadamente 0,1g de
muestra liofilizada, se agregd una preparacion de disolvente MeOH + HCI 1,5N, obteniéndose

finalmente un volumen final de extracto de 6ml.

Elacido galico es usualmente utilizado como estandar para producir la curva de calibracién. El contenido

fendlico total se expresa en equivalentes de acido gélico (GAE) (Figura 14).
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Figura 13. Reaccidn ensayo de Folin-Ciocalteau.
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Figura 14. Molécula de acido galico.
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La preparacion de las soluciones se describe a continuacion:

- Reactivo Folin-Ciocalteau 10% (v/v): Se diluye 1ml de reactivo de Folin-Ciocalteau/Folin-
Denis en 9 ml de agua desionizada.

- Carbonato de sodio al 2% (p/v): se disuelve 2g de carbonato de sodio en 100ml de agua
desionizada-

- Solucién madre acido gdlico: se disuelven 10mg de acido galico en un matraz
volumétrico de 25ml con metanol. Se debe anotar el peso exacto de acido gélico y
calcular su concentracién dependiendo la riqueza.

- Soluciones patrdn: a partir de la solucién madre de acido galico preparar los patrones
mediante dilucién seriada 2/3. (Figura 15).

- Solucién muestra: se transfieren 70 - 100 mg de solucién madre a un tubo con tapén
de 10mL. Se agregan 5ml de metanol y 1ml de HCl 1,5N. Se somete a ultrasonidos
durante 30 minutos a 45°C. Se hace pasar la solucion a través de un filtro si es necesario.
Las cantidades de muestra se deben ajustar segun los resultados iniciales.

- Se prepararon tres muestras de cada producto a analizar.

Figura 15. Analisis colorimétrico, recta patron de acido gdlico

Finalmente para llevar a cabo el procedimiento de andlisis, en un tubo de vidrio se han afiadido 100puL
de la solucion muestra/patron y 1ml del reactivo de Folin-Ciocalteau al 10%, pasados 8 minutos se ha
afiadido 1ml de carbonato de sodio al 2% y 1ml de agua. Se homogeniza mediante agitacion manual y
se incuba a temperatura ambiente durante 1h. Para los blancos se, prepara un tubo que contenga todos
los reactivos, pero sin adicion de muestra, con 100uL de metanol, 1ml del reactivo de Folin-Ciocalteau
al 10% y 1ml de carbonato de sodio al 2% v, por otro lado, se prepara un tubo que contenga 1ml de
agua (en remplazo del reactivo de Folin-Ciocalteau), 100uL de la solucién muestra y 1ml de carbonato

de sodio al 2%
Trascurrido una hora, se procede a leer la absorbancia en el espectrofotémetro, a una longitud de onda

de 765nm. Los resultados se expresan como equivalente de acido gdlico, que es la referencia en la curva

de calibracion.
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3.3.2.Analisis de flavonoides por el método de cloruro de aluminio

El uso de cloruro de aluminio (AICIs) en el diagndstico de la presencia de determinados grupos quimicos
se empled primero para antocianinas. En 1954, Harborne sugirid el uso de cloruro de aluminio para la

determinacion espectrofotomeétrica de la presencia de determinados grupos quimicos en flavonoides.

Recientemente, se ha propuesto el uso de métodos espectrofotométricos para la determinacion de
flavonoides totales en las plantas, utilizando AICls. En 1992 desarrollaron un método para determinar el
contenido de flavonoides en una planta mediante la adaptacion del método descrito por Dowd en 1959

para quercitina, que se basa en el uso de cloruro de aluminio. Este Ultimo ha sido el método empleado.

El cation de aluminio forma complejos estables con flavonoides en presencia de metanol. El complejo
se forma con los grupos hidroxil-cetona vecinos (Figura 16). Se produce, en el andlisis
espectrofotométrico, un desplazamiento hacia longitudes de onda mayores y una intensificacion de la

absorcién. Asi, es posible determinar la cantidad de flavonoides, evitando la interferencia de otras

sustancias fendlicas, especialmente acidos fendlicos, que invariablemente acompafian a los flavonoides
en los tejidos vegetales. Se utiliza como patrdn la quercetina (Figura 17) y los resultados se expresan

como equivalentes de mg de quercetina/g muestra.
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Figura 16. Reacciones método colorimétrico de cloruro de aluminio.
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Quercetina

Figura 17. Estructura de la Quercetina.

Se prepararon las siguientes soluciones:

Diluyente: se prepara la cantidad necesaria de metanol:agua (60:40).

Soluciones patrén de quercetina: se prepara una solucién madre diluyendo 50mg de
guercetina en el diluyente en un matraz volumétrico de 50mL, someter unos minutos
a ultrasonidos si es necesario. Las cantidades son aproximadas, se debe tener en cuenta
el peso exacto para realizar los célculos y la riqueza. Se realiza una dilucion de 1:5 para
preparar el patrén 1 y a continuacion, a partir del patron 1 se realizan diluciones
seriadas a 1:2 para preparar los 4 patrones siguientes (Figura 18).

Solucién muestra: se transfieren 70 - 100mg de la solucion patrén de quercetina a un
tubo con tapén de 10mL. Se agregan 5ml de metanol y 1ml de HCI 1,5N. Se somete a
ultrasonidos durante 30 minutos a 45°C. Se pasa la solucién a través de un filtro si es
necesario. Las cantidades de muestra se deben ajustar segun los resultados iniciales. Se
deben preparar tres muestras de cada producto a analizar. Es importante realizar un
estudio preliminar para comprobar que la concentracion de la muestra es la adecuada.
Si la absorbancia de la muestra queda por encima o por debajo en la recta patrén se

deben ajustar las cantidades.

- Solucién cloruro de aluminio del 10%: se pesan 2g de tricloruro de aluminio, se
afiaden en un matraz volumétrico de 20ml y se disuelven con agua destilada a
volumen. Se somete a ultrasonidos si es necesario.

- Solucién de acetato de potasio 1M: se pesan 1.963g de acetato de potasio, se
afladen en un matraz volumétrico de 20ml y se disuelven con agua destilada a

volumen. Se somete a ultrasonidos si es necesario.
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Figura 18. Anélisis colorimétrico, recta patrén de Quercetina.

Para llevar a cabo el procedimiento de andlisis, en un tubo de ensayo con tapon adecuadamente
etiquetado o rotulado, se agrega 500uL de solucién muestra/patron se mezclan con 4mL de diluyente,
100uL de cloruro de aluminio al 10% y 100uL de acetato de potasio 1M. Se debe preparar un tubo
adicional por cada muestra o patrén que servirad de blanco de la muestra, donde se sustituyen los 100uL
tricloruro de aluminio al 10% por 100ul de metanol y se sigue el mismo procedimiento. Los tubos
preparados se tapan y se homogenizan correctamente. Después se incuban a temperatura ambiente y
protegidos de la luz durante 30 minutos, finalmente se filtra la solucién resultante para evitar la

presencia de particulas en suspension y se mide la absorbancia a 415nm.

La rutina, también llamada rutdsido, soforina o por su nombre en inglés rutin, es un flavonoide del tipo
glucdsido, reconocido también como quercetin-3-rutindsido. A través de la hidrélisis enzimatica da lugar
a otros dos elementos, como la rutinosa y la quercetina. El primero de ellos se trata de un disacarido,

mientras que el segundo es el flavonoide.
A partir de estos valores se calcula el porcentaje de flavonas y flavonoles como % de quercetina/g
producto. Para ello, se debe interpolar la concentracién de cada una de las rectas patron. Es importante

corregir las absorbancias teniendo en cuenta los diferentes blancos medidos.

3.3.3.Andlisis de polifenoles y flavonoides por HPLC

El material que se ha empleado para llevar a cabo este analisis ha sido tubos de ensayo, pipetas, puntas
de pipeta, vasos de precipitados, jeringas, viales y tapones HPLC y filtros de membrana de 0,45 um. Los
reactivos que se han empleado, han sido acetonitrilo NAS: 75-05-8, metanol NCAS: 67-56-1, 4cido
fosférico NCAS: 7664-38-2, agua Milli-Q, estdndar Quercetina NCAS: 6151-25-3, estandar Kaempferol
NCAS: 520-18-3, estandar Isorhamnetina NCAS: 480-19-3 y acido clorhidrico NCAS: 7647-01-0. A su vez
los equipos que se han empleado, han sido el ultrasonidos, la balanza, el HPLC Agilent 1260, con

columna ZORBAX Eclipse Plus C18 4,6 x 100mm (3,5um) y el bafio o thermobloque.
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Se prepararon las siguientes soluciones:

- Solucién muestra: se transfieren 70-100mg de extracto a un tubo con tapon de 10ml. Se
agregan 5ml de metanol y 1ml de HCI 1,5N. Se somete a ultrasonidos durante 30 minutos a
45°C. Calentar en un bafio de vapor durante 25 minutos (poner papel de aluminio para evitar la
luz) y enfriar a temperatura ambiente en un bafio de hielo. Se filtra con filtro de membrana de
0,45um.

- Fase mévil A: Acido fosférico 0,1% (Tabla 2)

- Fase movil B: Metanol (Tabla 2)

- Solucién estandar de Quercetina: 20mg en 50ml de metanol, dilucion 1/100

- Solucién estandar de Kaempferol: 10mg en 20ml de metanol, dilucién 1/100.

- Solucién estandar de Isorhamnetina: 10mg en 250ml de metanol, dilucién 1/4.

Tiempo (min) A. fosforico 0,1% (%) Metanol (%)

0 95 5

15 70 30
30 70 30
40 50 50
50 50 50
55 0 100
60 0 100
61 95 5

66 95 5

Tabla 2. Andlisis de polifenoles y flavonoides. Gradiente para las fases moviles.

Para el andlisis cromatografico se ha utilizado el HPLC Agilent Technologies 1260 Infinity, con las
siguientes condiciones de trabajo, columna ZORBAX Eclipse Plus C18 4,6 x 100mm (3,5um), a una
temperatura de 40°C. La deteccion se realiza con el detector UV a 254nm y 360nm (flavonoides). La
velocidad de flujo de ImL/min y el volumen de inyeccion de 10pL. Finalmente se establece el gradiente

para las fases moviles (ver Tabla 2).

3.3.4.Andlisis de betalainas

El contenido de betacianinas y betaxantinas se ha cuantificado segun lo descrito por Castellanos-
Santiago y Yahia (2008)(Castellanos-Santiago & Yahia, 2008), mediante la lectura de absorbancia de los

extractos a 538 y 483nm.
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Para preparar la solucién muestra, se pesan cerca de 300mg de muestra liofilizada, los cuales se
transfieren a un matraz volumétrico de 25ml, posteriormente se afiaden 20ml de metanol y todo ello
se somete a ultrasonidos durante 30 minutos y se diluye con metanol hasta completar los 25ml. A
continuacion, se mide la absorbancia a 535 y 480nm (utilizando metanol como blanco). A la hora de
proceder al andlisis, se lleva a cabo la conversidon de las unidades de absorbancia en unidades de

concentracion, para ello se ha utilizado la siguiente ecuacion:

B (mg/g)= (xFDxPMXxV)/ (exPxL),
Donde:
B es betacianinas o betaxantinas (es la absorbancia a 538nm para betacianinas y 483nm para
betaxantinas),
FD es el factor de dilucion al momento de leer en el espectrofotémetro,
PM es el peso molecular (Betanina= 550g/mol e Indicaxantina= 308g/mol),
V es el volumen del extracto,
£ es el coeficiente de extincion molar (Betanina= 60.000L/mol.cm, e Indicaxantina= 48.000L/mol.cm)

L es la longitud de la celda (1cm).

3.3.5.Analisis de carotenoides por HPLC

Tomando especial precaucién en el manejo de la muestra, debido a que los carotenoides sufren
degradacién por el calor, por lo cual, se deben evitar exposiciones prolongadas al mismo. Durante las
extracciones y separaciones por cromatografia, se utilizan solventes que luego es necesario eliminar;
por ello se recomienda el uso de solventes de bajo punto de ebullicidon y evaporar a presion reducida.
No es recomendable llegar a temperaturas mayores de 40°C. Debido a la susceptibilidad de los

carotenoides a ser oxidados, se recomienda trabajar en atmdsferas inertes (nitrégeno).

La preparacién de las soluciones se describe a continuacion:
- Diluyente: 50 mg/L Butilhidroxitolueno en metanol.
- Solucién estandar de Luteina: 5mg de Luteina en 25ml de Hexano: acetato de etilo 3:1. Se realiza
una dilucion 1/10.
- Solucién muestra: Tras realizar estudios iniciales, se pesan 137mg vy se trasvasan a un tubo de
ensayo con tapén se afiaden 3 ml de agua desionizada, 200uL de proteasa y 50mg de
butilhidroxitolueno. Se somete a ultrasonidos durante 30 minutos a 40°C. Se deja enfriar los

tubos a temperatura ambiente. Se afiaden 3ml de acetato de etilo y se agita vigorosamente. Se
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centrifuga durante 5 minutos a 3000rpm. Se guarda la capa superior y a la capa inferior se le
afiaden 3ml de acetato de etilo y se repite el proceso de extraccion hasta que la capa superior
sea incolora (minimo 3 extracciones). Se juntan todas las capas superiores extraidas, se filtra o
centrifuga para eliminar precipitados y se evapora el disolvente en el rotavapor a 30°C. Se
resuspende el producto obtenido en diluyente (50mg/L Butilhidroxitolueno en metanol). Se
filtra con filtro de jeringa de 0,45um.

- Fase movil A: Metanol: terc-butil metil éter: agua (80:12:2) 0,04% acetato de amonio.

- Fase movil B: Metanol: terc-butil metil éter: agua (8:92:2) 0,04% acetato de amonio.

Tiempo (min) A (%) B (%)
0 100 0
5 100 0
7 90 10
27 50 50
27,5 0 100
29 0 100
30 100 0
35 100 0

Tabla 3. Andlisis de carotenoides. Gradiente para las fases moviles.

El andlisis cromatografico se ha llevado a cabo en el HPLC Agilent Technologies 1260 Infinity, utilizando
las siguientes condiciones experimentales, columna Acclaim C30 4,6 x 2500mm (5um) a una
temperatura de 40°C. La deteccidn se realiza con el detector UV a 450nm. La velocidad de flujo es de
0,95mL/min y el volumen de inyeccién de 20uL. Finalmente se establece el gradiente para las fases

moviles (Tabla 3).

3.3.6.Determinacién de la capacidad antioxidante por el método de ABTS

El método ABTS + se llevd a cabo seglin lo descrito por Re et al. (1999). Consiste en evaluar la capacidad
de las muestras para atrapar el radical catiénico ABTS e+. Todas las determinaciones se realizaron por

triplicado y los resultados se expresaron en milimoles equivalentes de Trolox/g muestra.
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Figura 19. Formacion del radical ABTS.

La preparacion de las soluciones se describe a continuacion:

Solucién muestra: se transfieren 70-100mg de extracto a un tubo con tapdn de 10mL. Se agregan
5ml de metanol y Iml de HCI 1,5N. Se somete a ultrasonidos durante 30 minutos a 45°C. Se pasa
la solucion a través de un filtro si es necesario. Las cantidades de muestra se deben ajustan segun
los resultados iniciales. Se deben preparar tres muestras de cada producto a analizar. Es
importante realizar un estudio preliminar para comprobar que la concentracion de la muestra es
la adecuada. Si la absorbancia de la muestra queda por encima o por debajo en la recta patrén se
deben ajustar las cantidades.

ABTS 7mM: Para preparar 10ml, se disuelven 0,0384g de sal amdnica cristalizada de ABTS en 10ml
de agua destilada (valores aproximados, se calcula la concentracion segin la cantidad pesada).
Solucion persulfato potasico 2,45mM: Para preparar 100ml, se disuelven 0,0662g del reactivo en
100 ml de agua destilada (valores aproximados, se calcula la concentracién segun la cantidad

pesada).
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Para preparar el radical ABTS @+ se mezclan a partes iguales la solucién de ABTS 7mM vy la de persulfato
potdsico 2,45mM. El persulfato potdsico y el ABTS reaccionan estequiométricamente (1:0.5). La mezcla
se mantiene en oscuridad a temperatura ambiente durante 12-16 horas para la formacion del radical
(solucién azul-verde). Esta solucidon es estable durante dos dias. La solucién de ABTS e+ se diluye con
etanol o buffer (pH 7,4) para obtener una absorbancia de 0,7 a 734nm (esto se consigue mezclando

2,5ml de la solucién del radical con aproximadamente 100ml de etanol).

Para realizar la curva patrén de Trolox, inicialmente se prepara la solucidon madre disolviendo 38mg de
Trolox en 25ml de metanol al 50%, se somete a ultrasonidos si es necesario. A partir de esta solucién se
hacen las diluciones (Tabla 4) que seran los distintos puntos de la recta. El patron se debe preparar cada
vez que se vaya a medir, ya que es inestable. Cada muestra preparada y los patrones se analizan por

triplicado ya que los resultados son muy variables.

Concentracién Trolox (UM)*
P1 1200
P2 600
P3 300
P4 150
P5 75

Tabla 4. Diluciones realizadas para la curva patron Trolox.

*Concentracién aproximada, depende de la cantidad pesada de patrén y de la riqueza.

Finalmente para llevar a cabo el analisis, se mezclan 3mL de la solucién resultante (radical ABTS @+) con
30uL de la muestra o solucién patrén a analizar, homogeneizando adecuadamente para que la reaccién
tenga lugar. Se utiliza metanol como blanco. Se mide a 734nm la absorbancia inicial (antes de afiadir la
muestra) y la absorbancia final a los 6 minutos, la diferencia de lectura de las dos absorbancias es el %
de inhibicion y se interpola con una curva de calibracién de Trolox; los resultados son expresados como

equivalentes de Trolox (UM equivalente de Trolox/g producto).
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4, RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Encuesta de frecuencia de consumo de Opuntia ficus-indica

éConoce los higos chumbos? Nimero de respuestas: 142 respuestas.

L =N
® No

2. ¢Conoce Vd. los beneficios del higo chumbo? Numero de respuestas: 142 respuestas.

@3
L

3. éConsume higos chumbos? (Marcar solo una opcidn). Nimero de respuestas: 141 respuestas.

@ =i, habdualments
@ =i una vez al mes
0 Ocasionalments
@ Mo los consumo

[ )

4. ¢Por qué consume higos chumbos? (Marcar una o mas opciones). Numero de respuestas: 137

respuestas.

Porgue me gusta &l 530or| 45 (328 %)

Son respetuosos con el mediol
ambientz|

Son benefiziozos pars |3 salud) 15 (10,8%)

Mo los consumol 85 (62 %)
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5. ¢éEn qué tipo de establecimiento compra generalmente los higos chumbos? Numero de respuestas:

138 respuestas.

@ Directammente del productor
@ Mercado

# Tienda de barrio

@ Tienda especializada

@ Supermercado

@ Ctras

@ No los compro

6. ¢le resulta facil encontrar higos chumbos? (Marcar solo una opcion).

Numero de respuestas: 141 respuestas.

@ Si, siempre

@ Aveces

@ Mo me resulta facil
i Mo los busco

@ Mo

~

éLe gustaria que sus hijos consumiesen higos chumbos en el comedor del colegio? (Marcar solo una

opcién). Nimero de respuestas: 139 respuestas.

[ 3=
® Mo

W Me resulta indiferente

8. No consume higos chumbos porque... Nimero de respuestas: 94 respuestas. (Algunas fueron)...

No me gustan

No los conozco

Porgue en mi casa no habian habitualmente
No tengo costumbre

No son faciles de encontrar, ni de comer

Apenas los conozco
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9. ¢Cudntas personas viven en su casa incluido usted? Numero de respuestas: 141 respuestas

91
®:
82
L B
@ 5comas

10. éActualmente se encuentra...? NUmero de respuestas: 141 respuestas

@ Trabajando

@ Dezempleado

@ Estudiznte

@ Jubilado

@ Actividad no remunerada (ama de casa)

11. Género. Numero de respuestas: 143 respuestas

Homniore 72 (50,3 %)

Mujer T1(40.7 %)

12. Su edad esta comprendida en el intervalo de... Nimero de respuestas: 141 respuestas

@ Menor de 25 afios
@ Entre 3555 arios
0 Mas de G5 aros




En relacion a las encuestas realizadas para conocer el habito de consumo de Opuntia ficus-indica, los
resultados indican que se trata de un producto practicamente desconocido por la poblacién en general,
a pesar de que la encuesta fue realizada en su mayoria por personas en una franja de edad entre los 35y
los 65 afios (65,2%). A pesar de que el 90,1% de las 142 respuestas obtenidas a la pregunta de si conocian
el “higo chumbo” (nombre comun de la tuna) han resultado ser afirmativas, cerca de 89 personas
respondieron negativamente a la pregunta de si lo consumian, es decir el 63,2% no consume ni siquiera

de manera ocasional tuna.

No es de extrafiar que en el caso de la pregunta acerca del conocimiento de las cualidades beneficiosas
para la salud, aproximadamente el 77% asegurara no conocerlas. Por ello solo el 15% de los encuestados

afirma consumir el higo chumbo o tuna por el hecho de “ser bueno para la salud”.

Parece no resultar facil encontrar el fruto en los puntos de venta mas habituales, un amplio porcentaje
de los que afirmaron consumirlo lo obtienen directamente de la planta, es decir de produccién propia. El
mercado de tipo municipal parece ser la alternativa al autoabastecimiento, quizad en supermercados al
tener menos demanda de este producto, no se encuentra con facilidad (59,6% de los encuestados) y

puede que en parte debido a esto cerca del 72,5% no los compra.

A cerca de la cuestién relacionada con la falta de consumo de tuna la cual se trataba de una pregunta de
respuesta corta, la mayoria de las respuestas tienen que ver con el dificil acceso al fruto, bien por

desconocimiento o por no haberlo consumido de manera habitual en el seno familiar.

4.2. Determinacién de metales por ICP-MS

Utilizando las técnicas descritas en material y métodos, se midieron las muestras obtenidas en el campo
de Elche. Cada muestra esta codificada, para facilitar su tratamiento estadistico. Los datos de las
concentraciones de todos los elementos obtenidos en el ICP-MS, se pueden ver en las tablas que se

muestran a continuacion (Tablas 5, 6 y 7). Los valores estan expresados en pg/L de muestra.

Los resultados obtenidos en esta investigacion, indican que la pulpa es una buena fuente de minerales,
en mayor proporcién, de calcio, magnesio, potasio y fésforo. Los metales hallados en mayor
concentracion han sido K> Ca > Mg > Na, tanto en pulpa y piel, como en cladodio, en el caso concreto de
este Ultimo, también destacan justo por detrds del Na, Fe > Mn > Zn. La tabla 8 muestra como el K es el

mineral presente en mayor concentracién tanto en piel como en pulpa como en cladodio, seguido del
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calcio y el magnesio, siguiendo estos dos ultimos la siguiente relacién: Ca > Mg en piel y cladodio; y Mg >

Ca en pulpa.

Tal y como se observa, estos resultados coinciden con la informacién recogida en otros estudios llevados
a cabo sobre la composicién mineral de la tuna, de Opuntia ficus-indica. En el apartado de introduccion,
en la tabla 1, se observa informacién proporcionada acerca de la composicion mineral de Opuntia ficus-
indica por los siguientes estudios: (1) (Askar & El Samahy, 1981). (2)(de Chavez et al., 1995). (Sawaya et
al., 1983). (4) (Sepulveda & Sdenz, 1990). (5) (Vélez-Gutierrez & Rodriguez-Garay, 1996). En concreto,
(Feugang et al., 2006), que investigd la composicion de la pulpa en el fruto de Opuntia y considerd su
pulpa como una buena fuente de minerales, en particular calcio, magnesio, potasio y fésforo (Cota-
Sanchez et al., 2016). En otro estudio llevado a cabo por (El Kossori et al., 1998) en el cual se compara la
concentracion de elementos minerales entre pulpa, piel y semillas, una vez mas podemos observar
coincidencia con los resultados obtenidos en este estudio, donde el mineral en mayor concentracion es

el K, seguido de Cay Mg, y encontrandose también en mayor proporcion en piel que en pulpa.

El papel que juegan los micronutrientes en la salud humana es esencial; el Zn se encuentra presente en
todos los drganos, tejidos, fluidos y secreciones del cuerpo humano. Aproximadamente 83 % del Zn en el
cuerpo estd presente en el musculo y hueso, y 95 % se encuentra a nivel intracelular y desempefia una
funcion importante en mas de 300 enzimas, incluidas las de ADN (Jackson, 1989). Por su parte, el Mn es
importante debido a que muchas enzimas dependen de él para producir metaloenzimas, las cuales
participan en el uso de la glucosa y en la degradacion de proteinas y grasas; se almacena principalmente
en los huesos, aunque también se le encuentra en los rifiones y el higado(Grotto & Molinari Tato, 2014)

(Santiago-Lorenzo et al., 2016).

La bibliografia consultada pone de manifiesto el efecto hepatoprotector que se atribuyé al elevado
contenido de antioxidantes y algunos minerales (Mn, Fe y Zn), los cuales pudieron actuar de diferente
manera en la restauracion hepatica mediante la estabilizacion de las membranas celulares, neutralizando
radicales libres y regulando los niveles de enzimas desintoxicantes (Arauza, 2009). En concreto los valores
obtenidos para estos minerales, han sido mayores para el Fe, seguido de Zn y finalmente de Mn. El hierro
se encuentra en mayor proporciéon en la piel, sin embargo las mayores proporciones de Mn y Zn las

encontramos en cladodio.

El B participa en el mantenimiento y desarrollo adecuado de los huesos, al participar en el metabolismo
del calcio, magnesio y fosforo, y se le asocia con la mejora en la respuesta del sistema inmunitario ante

determinadas afecciones, lo que es Util para aumentar las defensas (Nielsen, 1997). Segun (Grotto &
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Molinari Tato, 2014), mantener una dieta alta en frutas, verduras, frutos secos y granos enteros es la
mejor opcion para obtener estos nutrientes. De ahi la importancia de consumir nopalitos verdura que
ademads contienen fibra, clorofila, vitamina C, carbohidratos y proteinas, segin indican (Guzman Loayza

& Chavez, 2007) y (Maki-Diaz et al., 2015; Santiago-Lorenzo et al., 2016).
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Concentracion de las muestras (pglL)

Li Be Na Mg Al K Ca V Cr Mn Fe Ni Co Cu In Mo Ag Cd Tl Pb Bi
Pil | 10e+01 | 573600 | 1426404 | L14E#06 | 7,78E+D3 | 7656406 | 3,28E+06 | 1026401 | 166402 | 4,97E402 | 7,05E403 | 1436402 | 820E400 | 4236402 | 1226403 | 2308401 | 9,63E+00 | 454E01 | 278E01 | 8.23E+00 | 355E01
Pi2 | 1625401 | 965602 | 196404 | L27E#06 | 9.92E+D3 | B.06E+06 | 3,34E+06 | 174E+01 | 3,03E402 | 5206402 | 9,51E03 | 210402 | 9006400 | 478£#02 | 124E403 | 240401 | LG0E+01 | 601E01 | 318E01 | 9.31E+00 | 2.06E-01
Pid | 1a0et00 | 7686020 | 1656404 | 9,00E405 | 9,61E+03 | 6036406 | 2,83F:06 | 1,25E+00 | 1966402 | 3,93EH02 | 741E403 | 148640 | 6846400 | 483F+00 | 1226403 | 1676400 | 1166401 | 565601 | 268E-01 | 104E+01 | 2.69E-01
Pid | 1,36E+01 | 0,00E400 | 2,27E404 | L30E406 | L1SE+D4 | 853E+06 | 349E+06 | 183E+01 | 2198402 | 549EH02 | LOIE#D4 | 163E402 | 8636400 | 6,63E+02 | 189E403 | 2,35E401 | 130401 | L26ED0 | 388ED1 | 131E+01 | 2.35E0
Pi5 | 2,845+00 | 0,00E400 | 1266404 | 8,24E405 | B07E+D3 | 5645406 | 2,70E+06 | 9,79E+00 | 166402 | 3,85E402 | 7,626403 | 1246402 | 600E+00 | 3,04£402 | 824E402 | 154401 | LD4EA0L | 1L24E01 | 234E01 | 979E+00 | 201E01
Pi6 | 196et01 | 136601 | 2456404 | L52F#06 | 114E+04 | 9,536+06 | 3,68F:06 | 2,27E+00 | 350402 | 6236402 | 1,20F+04 | 2,39E+00 | 9,89E+00 | s65Er00 | 1216403 | 2776400 | 1806401 | 591601 | 326E-01 | 109E+01 | 1.83E01
Pi7 | 161e+00 | 0,00E:00 | 2,38E+04 | LG4EH06 | L17E+04 | 5046406 | 396F:06 | 2,4E+01 | 3,056+02 | 6,766402 | 1,00F+04 | 2,096+402 | 1036401 | 598k+00 | 1696403 | 2966400 | 1,796+01 | 7238E-01 | 383E-01 | 100E+01 | 1.23E-01
Pi8 | 158e+01 | 0006400 | 235404 | LGLE#06 | L14E+D4 | 9976406 | 3,90E+06 | 2,08E+01 | 2,99E402 | 649402 | L16E+04 | 2,06E+402 | L01E+01 | 5.83£#02 | 1666403 | 2,86E401 | L70E+01 | 773E01 | 383E01 | 9.60E+00 | 1.29E-01
Pi9 | 170es01 | 279600 | 2,256404 | L39F#06 | L20F+04 | 9008406 | 3,62F+06 | 2,04E400 | 3,00E402 | 6,03E402 | 130F+04 | 199E+02 | 9246400 | 568F+00 | 1476403 | 2656401 | 158F+01 | 403E-01 | 3T4E01 | 122E401 | 14201
Pi10 | 987e+00 | 0008400 | 1,27E+04 | 1696406 | 7316403 | 893406 | 39105 | 9,39+00 | 2,96E+02 | 6,11F+02 | 1,086+04 | 200e:00 | 858E+00 | 4766402 | 1056403 | 30001 | 150Es01 | 631600 [ 290E01 | 118F+01 | 177E-00
Pi11 | 9285400 | 0008400 | 2,26E+04 | 1,78E+06 | 6976403 | 9435406 | 393405 | 8,78E400 | 2,26E+02 | 6,09E+02 | 1,10E+04 | 1,64E+02 | ,09E+00 | 5856402 | 1386403 | 3,05E+01 | 1246401 | 58600 [ 320E01 | 10IE+01 | 127E00
Pi12 | 5455400 | O,00E400 | 892E+D3 | 1136406 | 5826403 | 6285406 | 3,13E405 | 4696400 | LASE02 | 4,011E+02 | 4116403 | 1126402 | 5286400 | 4276402 | L0SE403 | L93E+0L | 9006400 | 251E-01 [ 229E01 | 675E+00 | 1.11EN
Pi13 | 6366400 | 0008400 | L11E+04 | 1306406 | 6,85£+03 | 7,28E+06 | 3,39E405 | 5706400 | L81E#02 | 47002 | 7506403 | 1,27e:00 | 6,27E+00 | 368402 | 1,08E403 | 2,008401 | 1,09E#01 | 621600 [ 270E01 | 102401 | 168E-01
Pil4 | 886e+00 | 0,00E+00 | 1,56E+04 | 1,876+06 | 7616403 | 9,68E+06 | 4,05E:05 | 9,51F+00 | 2,31F+02 | 6208402 | 7,146403 | 1,646+00 | 824E+00 | 514402 | 1396403 | 3,15E401 | 1316401 | 672600 [ 320E01 | 955F+00 | 119E-01
Pi15 | 6576400 | 0008400 | L0GE+D4 | 1296406 | 6,23E+03 | 6965406 | 3,30E405 | 6176400 | 2,15E402 | 453602 | 8346403 | 1486402 | 6,34E+00 | 3,64E402 | 9,96E402 | 2,30E+01 | 125E+DL | 4,08E-01 [ 236E01 | 280E+01 | 231EN
Pi16 | 1415400 | 4246400 | 9,67F+03 | 1298406 | 6346403 | 7035406 | 3,28E408 | LU1E401 | 191F+02 | 450F+02 | 5808403 | 1,23F+00 | 9,83E+00 | 3446402 | 1006403 | 2,66E+01 | 1,33F+01 | 2,29E+00 | 188E+00 | 9.99E+00 | 168E+00
P17 | 6676400 | 0008400 | 1,03E+04 | 1396406 | 6,60F+03 | 7476406 | 3,40E:05 | 6,236+00 | 1,98E+02 | 4636402 | 6,136#03 | 143k:00 | 6,53E+00 | 3,69E+02 | L07EH03 | 2396401 | 1,20Es01 | 307000 [ 268E01 | 891F+00 | 141E-01
Pi18 | 1250401 | LB1E+00 | L21E+D4 | 1156406 | 5826403 | 6276406 | 3126405 | 7,326400 | L73E#02 | 4206402 | 6686403 | 1206402 | 776400 | 3176402 | L0SE403 | 2026401 | L12E+D1 | 158E+00 [ 91701 | 8.20E+00 | 7.35E01
Pi19 | 828400 | 591500 | L10ED4 | 186406 | 6,06E403 | 6365406 | 3,15E405 | 5,05E400 | LGAE#02 | 406E+D2 | 6206403 | 1186402 | 6,03E400 | 3126402 | 1,03E403 | L92E+01 | L00E+DL | 8,09E-01 [ 39BE01 | 9M4E+00 | 535EN
Pi20 | s8se+00 | 383501 | 1,2SE+04 | 9286405 | 6,82E+03 | 6,36E+06 | 2926405 | 7,856+00 | L73E#02 | 4046402 | 7,00e403 | 1,7e:00 | 5,34E+00 | 3266402 | 1046403 | L7BE#01 | 9096400 | 682600 [ 31901 | 9.01F+00 | 270F-01
Pi21 | 911e400 | 264200 | 1,20E+04 | 9936405 | 7016403 | 6532406 | 2966405 | 7,86E400 | L79E#02 | 4,07E+02 | 5956403 | 1,23E402 | 5,57E+00 | 3,29E402 | 9,88EH02 | L77ER0L | 9.87E400 | 1,24E400 [ 286E-01 | B49E+00 | 227E-01
Pi22 | 7905400 | 000400 | 1,26E+D4 | 1016406 | 6736403 | 6856406 | 3076405 | 6,83E400 | L7VER02 | 437ED2 | 5736403 | 1236402 | 5526400 | 348402 | 1136403 | LO3E#0L | L0SE+DL | 525600 [ 25101 | 7.38E+00 | 2.06E01
Pi23 | 988e+00 | 277600 | L2764 | 931F+05 | 863F+03 | 6176406 | 288405 | L10F+01 | LGOE#02 | 4,07E+02 | 7556403 | 1,07F:00 | 5396400 | 3,206402 | 1056403 | LGSE+01 | 957F+00 | 565600 [ 266E-01 | 860F+00 | 123F01
Pi2d | 100e+00 | 867600 | 1,936+04 | 1456406 | 8,85£+03 | 9416406 | 3796405 | 1206401 | 2336402 | 598602 | 8116403 | 1,54k:00 | 7.63E+00 | 4.88E+02 | 155EH03 | 2,73E#01 | 1,336+01 | 1236400 [ 3O1E01 | 198F+01 | 156E-01
Pi25 | 7695400 | O,00E400 | 1,27E+D4 | 9,18£+05 | 726E403 | 6335406 | 2906405 | 7,76E400 | LG2E#02 | 400602 | 5856403 | 113E+02 | 5,03E400 | 3,01E402 | L02EH03 | L73E0L | 9.83E+00 | 332600 [ 209E01 | 842E+00 | 14201
Pi26 | 753400 | 0,00E400 | 9,70E+D3 | 1106406 | 580E403 | 6265406 | 3126405 | 4,7LE400 | L39E#02 | 4,06E+D2 | 696E+03 | 999E:01 | 5,28E+00 | 3,07E402 | L,08E+03 | 2,04E+01 | 8216400 | 7,89E-01 [ 225E01 | 80BE+00 | 1.13E01
Pi27 | 1005400 | 0008400 | 1776404 | 1,136+06 | 8,32£+03 | 7496406 | 3276405 | 1126401 | 2,36E+02 | 4846402 | 7,396#03 | 149k:00 | 6,70E+00 | 3826402 | 1386403 | 2,008401 | 1,336+01 | 585600 [ 21901 | 826F+00 | 267E-01
Pi28 | 1115401 | 0008400 | 182604 | 1,18£406 | 8536403 | 7876406 | 3356405 | 116E401 | 245E402 | 5008402 | 7826403 | 157e:02 | 6826400 | 3,88E402 | 1426403 | 231E40L | 1416401 | 636601 [ 20801 | B5GE+00 | 161E-01
Pi29 | 1170401 | 000400 | L90E+D4 | 149E+06 | 9,73E403 | 9326406 | 3,75E405 | LAVEROL | 2,83E402 | 6,09ED2 | 115E+04 | 1816:02 | 8116400 | 4568402 | 118403 | Z70E0L | 151E+DL | 545E-01 [ 252E01 | 9.03E+00 | 144E01
Pi30 | 1115400 | 0008400 | 2,00F+04 | 1,35F+06 | 888F+03 | 8776406 | 3,60E+05 | 126E+01 | 256F+02 | 5506402 | 830F#03 | 165F:00 | 751F+00 | 4.24F402 | 118EH03 | 254F+01 | 146F+01 | 3,88E-00 [ 240E01 | 810400 | 137E-1

Tabla 5. Concentracidon de metales obtenidas por ICP-MS en pg/L, en muestras de Opuntia ficus-indica liofilizado. Pi=piel.
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Concentracion de las muestras (ug/L)
Li Be Na Mg Al K Ca v Cr Mn Fe Ni Co Cu In Mo Ag Cd Tl Ph Bi
Pul | 6076400 | 849601 | 3126403 | 1B1EH05 | 4176402 | 4846405 | 2,00E405 | 0,00E400 | 6495400 | 1,54E+02 | 9326400 | 386E+01 | 2,26F+00 | 1876402 | 2,306+03 | 1108401 | 1,326:00 | 1,24E+00 | 113E+00 | 117E+01 | 1.05E+00
Pu2 | 4106400 | 126601 | 448E+03 | 2276405 | 3976400 | 5856405 | 24SE+05 | 0006400 | 7,056400 | 1,79E+02 | 101E+02 | 3,83F+01 | 155E+00 | 1998402 | 150E+03 | 9708400 | SM4E-01 | 333601 | BATET | GB2E+00 | 4 MED1
Pul | 4586400 | 0006400 | 4,97E+03 | 2,83EH05 | 479E+02 | 6,56E405 | 2,39E+05 | 0,00E400 | 7,48+00 | 2,426+02 | 2076403 | 5276401 | 142E+00 | 2616402 | 2,06E+03 | 1386401 | 633601 | 66701 | 242E01 | 790E+00 | 216E01
Pud | 2796400 | 0006400 | 2,52E+03 | 1526405 | 2626402 | 3,.87E405 | 1,68E+05 | 0,008400 | 3,19E+00 | 1,356+02 | 1166402 | 3,00E+01 | 8,81E-01 | 149502 | 2,00E+03 | 8248400 | 434E01 | 271E-01 | 161E01 | 832E+00 | 140E-01
Pus | 2,85E+00 | 0,00E+00 | 3,02E+03 | 1L79EH05 | 2,15E+02 | 5065405 | 199E+05 | 0,00E400 | 5055400 | 145E+02 | 1285403 | 330E+01 | 747500 | 1748402 | L,1SE+03 | 8,94E400 | 351E-01 | 0,00E+00 | 941E-02 | 290E+00 | 7G4E-D2
Pué | 2,61F+00 | 0,00E+00 | 247E+03 | 188EH05 | 35E+02 | 4846405 | 191E+05 | 0006400 | 4726400 | 1,51E+02 | 1408403 | 336E+01 | 7,835-00 | 1736402 | 1,08E+03 | 968400 | 337601 | 378501 | 87902 | BETE+00 | 617E-D2
Pu? | 2,206+00 | 0006400 | 2406403 | 1426405 | 2,74E+00 | 3406405 | 140E405 | 0,00E400 | 3,28F+00 | 1,19E+02 | 1,26E+02 | 2,84E+01 | 556800 | 1208402 | 1508403 | 7108400 | 288601 | 185601 | BATE2 | 152E+01 | 579E-02
Pu8 | 2206400 | 0006400 | 248E+03 | 143E405 | 2656402 | 3516405 | 1516405 | 0008400 | 1958400 | 1,23£+02 | 4,88E+00 | 2,64E+01 | 508200 | 127802 | 120403 | 52332400 | 230601 | 149501 | 616E02 | 662E+00 | 759E-D2
Pud | 2,89e+00 | 0,00E+00 | 3,93F+03 | 2,50FH05 | 4,09E+02 | 5756405 | 2,18E+05 | 0,00E400 | 6026400 | 1976402 | 1726403 | 446E+01 | 996800 | 2448402 | 2556403 | 1226401 | 303601 | 434501 | 8 ME02 | 115E+01 | 65302
Pul0 | 2146400 | 0008400 | 1966403 | 143405 | 2,58E+02 | 3,68F+05 | 155E405 | 0,00E+00 | 2856400 | 1,236+02 | 1135402 | 2,836+01 | 6,685-00 | 1426402 | 1,01E+03 | 8145400 | 2,02E-01 | 0,006400 | 736E-02 | 851E+00 | 369E-02
Pull | 3,076+00 | 000E+00 | 3,61F+03 | 6496405 | 9,07E+02 | 4,04E+06 | 2326406 | 0,008400 | 6276400 | 2,936+02 | 2,326403 | 2,266+01 | 248E+00 | 211F+02 | 7316402 | 1008401 | 1,62600 | 733602 | 292E01 | 736E+00 | 804E02
Pu12 | 3,76e¢00 | 0,00E+00 | 5376403 | 7,53E405 | 1,3E+03 | 4,30E#06 | 246E406 | 240800 | 6838400 | 3298402 | 2,626403 | 2,87E+01 | 2,98E+00 | 2616402 | 1896403 | 1028401 | 262600 | 444E-01 | 283E01 | 125E+01 | 946E-02
Pu1d | 3526400 | 0006400 | 4,99E403 | 7,23£405 | L15E+03 | 4236406 | 2416406 | 350502 | 7,098+00 | 2,956+02 | 2,376403 | 2,68E+01 | 2,79E+00 | 2476402 | 2026403 | 1048401 | 2,38E-00 | 505601 | 262E-01 | 1A7E+01 | 1,03E1
Puld | 341c+00 | 0006400 | 5076403 | 6796405 | 1,0E+03 | 3,79E+06 | 2,32E+06 | 0,00E+00 | 591F+00 | 2,936+02 | 2,386403 | 2,61F+01 | 2,70E+00 | 2656402 | 1356403 | 9276400 | 2,206-001 | 1,80E-01 | 255E-01 | 103E+01 | 145E01
Pu15 | 3,33e+00 | 0006400 | 4166403 | 6806405 | 1,00E+03 | 413£+06 | 2346406 | 0,008+00 | 643400 | 2,956+02 | 2,466403 | 2,44F+01 | 2,65E+00 | 2,36E+02 | 861E+02 | 8626400 | 213601 | 0,00e+00 | 251E-01 | 9.09E+00 | 916E-02
Pu16 | 3416400 | 0,00E+00 | 4,38E403 | 6736405 | 1,00E+03 | 3,516406 | 2286406 | 0008400 | 7576400 | 2,808402 | 2295403 | 2,81+01 | 2,36E#00 | 2,38E+02 | 7516402 | 8345400 | 2,99E-01 | 0,00E400 | 220E-01 | TE2E+00 | 7TME2
Pul? | 6226400 | 0,00E+00 | 1506404 | 9,31E+05 | 3,07E+03 | 517E+06 | 2686406 | 9,326-00 | L02E+D1 | 3,79E+02 | 2,976403 | 3,26E+01 | 3,33E+00 | 330E#02 | 1096403 | 1158401 | 272600 | 37E-02 | 284E01 | BEIE+00 | 693E-02
Pu18 | 501e+00 | 0006400 | 7,766+03 | 1,06E+05 | 4,82E+03 | 5,84E+06 | 3056406 | 159F+00 | L04E+01 | 4,27E+02 | 3,756403 | 4,11F+01 | 4176400 | 3,72E402 | 2016403 | 1416401 | 2,89E-001 | 165601 | 32001 | 122E401 | 150ED1
Pu19 | 3,26E+00 | 0,00E+00 | 4,636+03 | 7436405 | 1,04E+03 | 4,65E+06 | 2526406 | 0,008+00 | 746800 | 3,406+02 | 2,466403 | 3,14E+01 | 2,95E+00 | 307E+02 | 798E+02 | 1068401 | 2,03E-01 | 0,00E+00 | 266E-01 | 8826400 | 878E-02
Pu20 | 3,83e¢00 | 0,00E+00 | 6056403 | 1026405 | 1,28E+03 | 5,78E+06 | 2916406 | 674800 | 1L03E01 | 4,18E+02 | 3482403 | 3,89E+01 | 3,78E+00 | 340E402 | 1286403 | 1308801 | 261600 | 104201 | 302E-01 | 121E+01 | 1,05E01
Pu2i | 2686400 | 0,00E+00 | 5206403 | 3,09E+05 | 5376402 | 1116406 | 2836405 | 0008400 | 6428400 | 2736402 | 2,45403 | 5916401 | 1,38E+00 | 282E402 | 3026403 | 1285401 | 2,36E-00 | 6,36E-01 | 7.83E02 | 112E+01 | 918E-02
Pu22 | 286E+00 | 0,00E+00 | 5456403 | 2,786405 | 7,04E+02 | 9,74E405 | 271E405 | 0008400 | 8,15E400 | 2,56E+02 | 1465403 | 6,04E+01 | 1,20E+00 | 2,70E+02 | 3076403 | 1308401 | 2,29E-01 | 236E-01 | 698E-02 | 117E+01 | 693E-02
Pu23 | 4626400 | 0006400 | 661403 | 3446405 | 5046402 | 1,30E+06 | 3126405 | 0,008+00 | 1046401 | 2,48E+02 | 1,858403 | 6,56E+01 | 1,39E+00 | 307E+02 | 1656403 | 1408401 | 2,676-01 | 0,00E400 | 876E-02 | 444E+00 | 5TAE2
Pu24 | 243600 | 0008400 | 2,84E403 | 1966405 | 3,316+02 | 755E#05 | 2086405 | 0,008+00 | 6888400 | 1756402 | 1926403 | 4576400 | 759501 | 1,74E#02 | 1356403 | 9335400 | 2,19E-01 | 0,006400 | 472E-02 | B23E+00 | GAIER2
Pu25 | 2626400 | 0008400 | 4576403 | 2976405 | 6,4E402 | 9,57E#05 | 2626405 | D00E+00 | 8456400 | 3,18E+02 | 1965403 | 6,51E+01 | 1,20E+00 | 3,03E+02 | 2,86E403 | 156E401 | 3,18E-01 | 444501 | T63E02 | 862E+00 | 6,06E01
Pu26 | 254E+00 | 0006400 | 3,71E+03 | 2,55405 | 3,19E+02 | 8,25EH05 | 2,26E405 | 0,00E400 | 7708400 | 2,076+02 | 2,71E403 | 5276401 | 9,17E-01 | 240E+02 | 1676403 | 1345401 | 2,76E-01 | 0,00E400 | 503E-02 | 452400 | 476E-02
Pu27 | 159e+00 | 000E+00 | 3476403 | 2,376405 | 4206402 | 798EH05 | 2,28E405 | 0,008#00 | 4656400 | 2,45E+02 | 8,63+01 | 534401 | 9,256-01 | 249E+02 | 2176403 | 1218401 | 211601 | 000400 | TA8E-02 | BT6E+00 | 579E-02
Pu28 | 2416400 | 000400 | 4436403 | 2726405 | 5956402 | 8516405 | 2416405 | 0008400 | 7148400 | 2,65E+02 | 9005401 | 5306401 | 9,84E-01 | 2,68E+02 | 4436403 | 125Ee01 | 213601 | 1136400 | 842E-02 | 169E+01 | 9.03E-02
Pu29 | 2176400 | 0,00E+00 | 3,86E403 | 2,83E405 | 343E+02 | 9,54EH05 | 248E405 | 000E400 | 6188400 | 2126402 | 194403 | 4,69E+01 | 1,05E+00 | 204E402 | 180E+03 | 1008401 | 192600 | 0006400 | 722E-02 | BETE+00 | 415E-02
Pud0 | 229e+00 | 0006400 | 3,986+03 | 2,88F+05 | 3,75E+02 | 9,70EH05 | 2576405 | 0,008400 | 7708400 | 2,59E+02 | 3,265403 | 5336401 | 119E+00 | 2,35E+02 | 2086403 | 1428401 | 212600 | 0,00E400 | 623E-02 | 7.04E+00 | 73ME02

Tabla 6. Concentracidn de metales obtenidas por ICP-MS en pg/L, en muestras de Opuntia ficus-indica liofilizado. Pu=pulpa.
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Concentracion de las muestras (pgiL)
Li Be Na Mg Al K Ca ') Cr Mn Fe Ni Co Cu Zn Mo Ag Cd T Pb Bi
CH 3576400 | 0,00E+00 | 4006403 | 1,36E+06 | 7,30E+02 | 3,09E+06 | 3476+06 | 0,00E:00 | 1,30E+01 | 5.08E+02 | 3456+03 | 2.826+00 | 499E+00 | 2,336+02 | 1466403 | 346E+01 | 420600 | 951600 | 506E01 | 545E+00 | 3.00E01
CI2 | 326E+00 | 0,006+00 | 4206403 | 161E+06 | 650E+02 | 3,39E+06 | 3,81€+06 | 0,00E+00 | 1,206+01 | 5,64E+02 | 348E+03 | 3416+01 | 5516+00 | 2,38E+02 | 1,74E¢03 | 3,74E+01 | 4846001 | 100600 | 234E-01 | 837E+00 | 1,03E-M1
CI3 | 2316400 | 0,00+00 | 2746403 | 795E+05 | 4826402 | 180E+06 | 2,716+06 | 00600 | 1596+01 | 3086402 | 2,386+03 | 1916401 | 2656400 | 1476402 | 1,376#03 | 196E+01 | 269501 | 910801 | 162501 | 5.28E+00 | 612602
Cl4 | 3006400 | 0,008400 | 5316403 | 2056406 | 8536402 | 445E+06 | 4230E+06 | 0006400 | 1,736+01 | 6,736+02 | 4916+03 | 4426401 | 6,61E+00 | 3,58E+02 | 2,326#03 | 501E+01 | 510801 | 1,206#00 | 284501 | 1.01E+01 | 875602
CI5 | 2136400 | 0006400 | 3,00E+03 | 8546405 | 5206402 | 197€+06 | 2,81E+06 | 0,006+00 | 7,196+00 | 3486+02 | 2,106+03 | 2,146+01 | 3246400 | 1,386+02 | 1,208#03 | 2,136#01 | 281501 | 4498-01 | 170E-01 | 487E+00 | 636E-02
Cl6 | 247e+00 | 0006400 | 4066403 | 1,35E+06 | 7496402 | 3,11E+06 | 3,58E+06 | 0,008+00 | 1,156+01 | 5126+02 | 3,736+03 | 2,39€+01 | 4,93€+00 | 2,326+02 | 2,32E#03 | 3.48E#01 | 426600 | 981600 | 220E-01 | 1.03E+01 | 1,05E-1
CI7 | 258600 | 0006400 | 5706403 | 191E+06 | 7,38E+02 | 4236+06 | 420E+06 | 0006400 | 1,50E+01 | 650602 | 3,76E+03 | 3,62E+01 | 651E+00 | 2,94E+02 | 2,04E+03 | 4,64F+01 | 4935001 | 1,20F+00 | 2068501 | 523E+00 | 562602
CI8 | 1506400 | 0006400 | 3,136+03 | 1,156+06 | 5676402 | 2,736+06 | 3,326+06 | 0006400 | 100E+01 | 4468402 | 2486+03 | 2,76E+01 | 4,176+00 | 2,09E+02 | 1,82E+03 | 3,03E+01 | 304601 | 986501 | 1.99E-01 | 6.27E+00 | §10E-02
CI9 | 3506400 | 0006400 | 116E+04 | 197E+06 | 8106402 | 469E+06 | 4446406 | Q006400 | 1,76E+01 | 6986402 | 4146403 | 4206401 | 72396400 | 3376402 | 2136403 | 496E+01 | 520601 | 1286400 | 272501 | 6B4E+00 | 577E2
CHO | 5116400 | 0006400 | 1756404 | 249605 | 9,326+02 | 5,65E+06 | 495606 | O,00E+00 | 2,206+01 | 3,636+03 | 5,826+03 | 5,01E+01 | 8956+00 | 4,316+02 | 2,886+03 | 628601 | 6,56E-01 | 1,876+00 | 311E01 | 7.54E+00 | 830E-02
CH1 | 2456400 | 0008400 | 6,086+03 | 2,00E406 | 1,056403 | 500406 | 4,53E+06 | 0,00E+00 | 1,386+01 | 6,106+02 | 2,976+03 | 4,24E+01 | 6,886+00 | 4326402 | 347603 | 712601 | 2986010 | 2086400 | 371E-01 | GAAE+00 | 5.92E-02
CH2 | 2006+00 | 0,00E+00 | 8436403 | 2,87E+06 | 1,16403 | 6,61E+06 | 5,786+06 | 2,60E-01 | 2,06E+01 | 3,696+03 | 4,196+03 | 5,79E+01 | 1,046+01 | 5686402 | 430803 | 891E01 | 413201 | 283600 | 4.20E-01 | 6.88E+00 | 7.21E-02
CH3 | 2066400 | 0006400 | 9006403 | 2,37E+06 | 1,23E+03 | 570606 | S5,086+06 | 3,73E-01 | 1,506+01 | 6,99E+02 | 3,626+03 | 4.84E+01 | 864600 | 5306402 | 3,11E+03 | 757601 | 3,89E-01 | 2,56E+00 | 371E-01 | 4.54E+00 | 6.00E-02
CH4 | a49E+00 | 0,00+00 | 9,98E+03 | 2646406 | 1,206403 | 6,71E+06 | 5606406 | 1,186+00 | 1,91E+01 | 3,586+03 | 4506403 | 557601 | 1,006+01 | 6046402 | 3,34E¢03 | 794600 | 399501 | 2636400 | 339E-01 | 4.13E+00 | 643E-02
CHS | 1906+00 | 0006400 | 5,37E+03 | 1,806+06 | 9,626+02 | 4,31E+06 | 4,31E+06 | 0,00E+00 | L,69E+01 | 6,4E+02 | 3,026+03 | 3,726+01 | 6,67E+00 | 3,256+02 | 249E+03 | 496601 | 593600 | 1,24E+00 | 221E-01 | 574E+00 | 511E-02
CH6 | 3,106+00 | 0008400 | 9116403 | 2.44E+05 | 1,23E+03 | 579E+06 | 5126406 | 6,94E-01 | LA9E+01 | 198E+03 | 3,726+03 | 461E+01 | 868600 | 5416402 | 316603 | 756601 | 341600 | 2408400 | 379E01 | 4.55E+00 | 6.65E02
CH7 | 2,33+00 | 0006400 | 6,026+03 | 1736405 | L,1SE+03 | 4,30E+06 | 4,38E+06 | O,00E+00 | 1,31E+01 | 548E+02 | 3,00E+03 | 3.46E+0L | 6416+00 | 3,856+02 | 2,526+03 | 540801 | 360501 | 146600 | 267E01 | 4.19E+00 | 6.27E02
CH8 | 2,746+00 | 0008400 | 8866403 | 271E+06 | 1,11E+03 | 6406406 | S5.356+06 | 2,31E-01 | 6,16E+01 | 3,84E+03 | 4,69E+03 | S554E+01 | 1,066+01 | 4746402 | 3,826#03 | 77601 | 277601 | 221600 | 2.80E-01 | 7.23F+00 | 8.68E-02
CH9 | 2306400 | 0008400 | 1,116+04 | 3,57E+06 | 5186403 | 8,136+06 | 6,06E+06 | 1,826+00 | 4,07E+01 | 4,60E+03 | 593603 | 6,826+01 | 1,31E+01 | 6136402 | 415603 | 905601 | 7.46E-01 | 2666400 | 34BE-01 | 7.80F+00 | 635E-02
CI20 | 295E+00 | 0,00E+00 | 9,00E+03 | 2,36E+06 | 1,03E+03 | 5606406 | 5,15E+06 | 0,00E+00 | 1,86E+01 | 7,166+02 | 3,836+03 | 476601 | 892600 | S6E+02 | 3,11E+03 | 740801 | 462601 | 2246400 | 310E-01 | 4.92F+00 | 5.24E-02
CI21 | 245E+00 | 0006400 | 6476403 | 3506406 | 1,136+03 | 8M4E+06 | 6,356+06 | 6,26E-01 | 2,4E+01 | 4556403 | 557603 | 6,626+00 | 1,356+01 | 6,206+02 | 410603 | 931601 | 527600 | 3,01E00 | 367E-01 | 7.32E+00 | 64BE-02
CI22 | 3,206+00 | 0006+00 | 1,23E+04 | 3,626+06 | 5,54E+03 | 853E+06 | 6436406 | 2,04E+00 | 4.26E+01 | 476E+03 | 6,4E+03 | 747601 | L406+01 | 6,336+02 | 3,956+03 | 68601 | 991600 | 254600 | 334E-01 | 698E+00 | 9.54E-02
CI23 | 2,72+00 | 0008400 | 1206404 | 3,03405 | 1,27E+03 | 7,29E+06 | 5,77E+06 | 2,026+00 | 3,38E+01 | 4,156+03 | 5,07E+03 | 6436401 | L19E+01 | 5236402 | 447e+03 | 7.60E+01 | 846601 | 2426400 | 2.88E-01 | 8.42E+00 | 812E02
CI24 | 2686400 | 0008400 | 6826403 | 2056406 | 1,11E+403 | S46E+06 | 496E+06 | 2,24E-01 | 2,306+01 | 3466403 | 4,836+03 | 4,536+01 | 850E+00 | 4,008+02 | 3,276#03 | 569601 | 6,10e-01 | 1666400 | 2.26E-01 | 124F+01 | 665E-02
CI25 | 3426400 | 0,008400 | 9,63E+03 | 3,33E+0 | 135603 | 7,76E+06 | 6,126+06 | 1446400 | 3,60E+01 | 4456403 | 7476403 | 6,84E+01 | 1,306+00 | 5816402 | 3,71E#03 | 792601 | 930501 | 238600 | 275E-01 | 7.82E+00 | 6.88E-02
CI26 | 2506400 | 0008400 | 6,686+03 | 2,19E+06 | 1,056+03 | 551E+06 | 4,84E+06 | 0,00E+00 | 2,21E+01 | 2,096+03 | 5.486+03 | 4,426+01 | 8,59E+00 | 4,656+02 | 3,236#03 | 5,54E#01 | 409600 | 156600 | 227E-01 | 251E+01 | 115E-1
CI27 | 32E+00 | 0006400 | 1006404 | 4,63E+06 | 5056403 | 1,04E+07 | 6,936+06 | 2,536+00 | 2,926+01 | 5206403 | 674603 | 808601 | 1,726+01 | 827602 | 559603 | 1,21E+02 | 429601 | 3,008+00 | 4.37E-01 | 677E+00 | 66BE-02
CI28 | 2916+00 | 0006400 | 7,806+03 | 2,65E+06 | 1,26E+03 | 6,106+06 | 5,136+06 | 2,50E-01 | 1,736+01 | 7,36E+02 | 3,59E+03 | 4.99E+01 | 864E+00 | 5,30E+02 | 3,69E+03 | g.85E+01 | 482600 | 258600 | 417E01 | 718E+00 | 7.99E-02
CI29 | 2406400 | 000400 | 6,33E+03 | 2,09E+06 | L05E+03 | 4,88E+06 | 4,66E+06 | O,00E+00 | LASE+0l | 6,126+02 | 3,76E+03 | 4316+01 | 7,266+00 | 418E+02 | 3,056+03 | 697601 | 362600 | 231600 | 362E01 | 649E+00 | 653E-02
CI30 | 2,306+00 | 0008400 | 7,76E+03 | 2,106+05 | 1076403 | 4.90E+06 | 4,79E+06 | O,00E+00 | 151E+01 | 6,21E+02 | 3,07E+03 | 4,09E+01 | 6,94E+00 | 4726402 | 3,066+03 | 679601 | 372600 | 218600 | 311E01 | 5.37E+00 | 6.48E-02

Tabla 7. Concentracion de metales obtenidas por ICP-MS en pg/L, en muestras de Opuntia ficus-indica liofilizado. Cl=cladodio.
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Una vez se obtuvo los resultados de las concentraciones, se utilizaron diferentes estudios
estadisticos, aplicando diferentes test estadisticos. Primero se estudid si los datos obtenidos de las
muestras seguian una distribucién normal o no, para ello se utilizé el programa estadistico R, donde
se analizan los datos con el test estadistico o prueba de Kolmogdrov-Smirnov, test de normalidad,
cuya hipotesis nula, HO, considera que la variable a estudiar, cumple con una distribucidon normal.

En esta prueba se calcula el nivel de significacién o p-valor, por lo que se pueden dar dos situaciones:

* Si p-valor >0,05 aceptamos HO (hipdtesis nula) = Distribucion normal.

* Si p-valor<0,05 rechazamos HO (hipdtesis nula) = Distribucién no normal.

Los datos obtenidos en la prueba de Kolmogorov-Smirnov (Tabla 8), Como no todos los datos siguen
una distribucion normal, se decide utilizar test no paramétricos para todos los minerales, obteniéndose

los siguientes resultados.

TEST DE KOLMOGOROWV-SMIRNOW
Elementos D P wvalor
Piel Pulpa Cladodio Piel Pulpa Cladodio
Ag 1,310 3,26E-01 1,81E-01 2,06E-01 7.02E-09 1,30E-02
Al 1,41E-01 2,65E-01 4, 19E-01 1,31E-01 1,02E-05 4 ,66E-15
Be Ma Ma Ma Ma Ma Ma
Bi 3,54E-01 3,80E-01 2, 73E-01 1,44E-10 5,82E-11 4, 34E-08
Ca 1,01E-01 3,95E-01 8,12E-02 &,02E-01 2, 43E-13 8,82E-01
Ccd 2,40E-01 2,17E-01 1,49E-01 1,25E-04 9,18E-04 8,90E-02
Co 1,16E-01 2,13E-01 1,47E-01 3,82E-01 1,25E-03 9, 71E-02
Cr 145601 1,27E-01 2,10E-01 1,10E01 2,46E-01 1,63E-03
Cu 1,44E-01 1,22E-01 8.77E-02 1,18E-01 3,06E-01 8.,04E-01
Fe 1,82E-01 1,86E-01 1,59E-01 1,24E-02 9,40E-03 5.00E-02
K 1,36E-01 3,153E-01 9,73E-02 1,65E-01 3,94E-08 6,65E-01
Li 1,58E-01 1,66E-01 1,17E-01 5,47E-02 5, 40E-02 3, 72E-01
Mg 9, 75E-02 2,83E-01 8,97E-02 &,61E-01 1,53E-06 7, 79E-01
Mn 1,55E-01 9,92E-02 3,29E-01 5,47E-02 743E-01 4, 78E-09
Mo 9,98E-02 8,66E-02 1,03E-01 5,24E-01 8,20E-01 5,74E-01
MNa 2,26E-01 2,19E-01 1,04E-01 4 17E-04 8.12E-04 5.58E-01
Mi 1,49E-01 1,62E-01 9,30E-02 8,93E-02 4,32E-02 7.30E-01
Pb 2,46E-01 1,08E-01 2 57E-01 7.17E-05 5.03E-01 2,42E-05
W 1,69E-01 4,64E-01 3,03E-01 2,94E-02 2,20E-16 1,38E-07
Fady 1,58E-01 1,24E-01 O7E-01 5,32E-02 2, 85E-0 5,12E-01
B 1,52E-01 1,24E-01 4,31E-01 7.51E-02 2, 76E-01 5,680E-16
Ti 2,01E-01 1,76E-01 1,07e-01 3,31E-03 1,87E-02 5,19E-01
Ga 8,26E-02 3,25E-01 7, 34E-02 8,67E-01 8,07E-09 9,48E-01
As 1,34E-01 1,39E-01 1,38E-01 1,83E01 1,48E-01 1,50E-01
Se 9,05E-02 9.91E-02 8.44E-02 7.67E-01 6,36E-0 8.46E-01
Rb 1,47E-01 3,91E-01 3,62E-01 9 53E-02 5.33E-15 4, 75E-11
Sr 1,31E-01 3,48E-01 8,82E-02 2,07E-01 3.51E-10 7.,98E-01
In 3,09E-0 4, 18E-01 3,70E-01 5, 74E-08 5,23E-15 1,33E-1
Sn 1,63E-01 1,30E-01 1,89E-01 3,968E-02 2,21E-01 7,68E-03
sb 1,23E-01 1,41E-01 1,45E-01 2,88E-01 1,31E-01 1,11E-01

Tabla 8. Test de normalidad Si p-valor > 0,05 aceptamos distribucion normal.
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=1- 3 est d 3 3 est d 3
emento Mediana RIC: 25% RICL 755 Mediana RIC 25%: RIC: 75% Mediana RIC 25% RIC: 755
Li 9.98 a3 8.42 12.32 2.88 Z. 45E+00 5. FOE+D0D 2.83 b 2, 45E+00 5.,19E+00 <0,01
Be 0, 0E+HDOD a 0,00 ED0 8,40E-02 0,00 E+D0 a 0, O0E+DO 0,00 ED0 0, DO E+HDO a 0, O0EF+HDO 0, DO E+HDO =0,01
B SE+03 a 7 O4EHDS 1,01E+04 4,84 E+00 a 3,688.5 5, 31E+00 1, 38E+01 b 11,092.5 18,492.5 <0.01
MNa 1.55E+04 a 1.21E+0 1.95E+04 4, 2FEHOS b 3,20E+03 S5.05E+035 7. 29E+05 C 5. 72E+03 9, 50E+05 =0.01
Mz 1,28E+06 a 1,1ZE+DE 1,44E+06 2,80E+05 b 2,04E+05 6,7 7E+0S 2, 22EHDE = 1,84E+06 2, 70E+0E <0.01
Al 7, 7OE+O3 a 6, 7S5E+03 9,43E:03 4, 97E+D2 b 3,34E+02 1, 08E+03 1, 05E+03 b 8,22E+02 1,23E+03 =0.01
K 7.3TEFOE a3 5. 33E+0G 8.89E+06 9, 56E+05 b 5,80E+05 4, 01LE+DG 5. 48E+06 = 4, 30E+06 5, 56E+06 =0.01
Ca 3,32E+06 a 3,12 E+0D6 3.67Ex+06 2. .53E+05 b 2, 18E+05 2,32 E+0D6 4, BYEHDG = 4, 30E+06 5,55E+06 <001
Sc 9, 00E+01 a 9, 00E+DL 9,00E+01 9, 00E+01L a 9,00E+01 9, 00E+DL 9, OOE+DL a 9, 00E+01 9, O0OE+OL LA
Ti 1,80E+01 a3 1, 40E+01 2,23E+01 8.30E+00 b 5, 85E+00 1, 10E+01 1, 90E+01 a 1,60E+01 2,38E+01 =0.01
o 9,98E+00 a 7. A3 E+00 1,25E+01 0, 00E+00 b 0, 00E+00 0,00 E+00 0,00 E+00 b 0, 00E+00 5,.683E-01 <0.01
Cr 2,06E+02 a 1, 73IE+02 2,53E+02 5,88 E+00 b 5,94 E+00 7 BE5E+D0D 1, 73IE+01 b 1, 45E+01 2,32E3401 =0.01
M 4, 77EFO2 3 4, 08E+02 5. 0ZE+02 2, 52E+02 a 1, 75E+02 2,94 E+02 7 O8E+D2 b 6, 11E+02 3,68E+03 <0.01
Fe 7.58E+03 a 6, 75 E+03 9,93E+03 1, 95E+03 b 4 15E+02 2, 44E+03 3, 80E+03 = 3, 46E+03 5,03 E+03 <001
Co 7 O0E+O0D a 6,01 E+D0 8,51E+00 1, 29E+00 b 9,19E-01 2,61E+00 8,54 E+00 a 6,5 4E+00 1,04E4+01 <0.01
M 1,48E+02 a3 1, 23E+02 1,65E+02 3,85E+01 b 2,85E+01 5,27E+01 4, 4BE+0L b 3,65E+01 5,56E+01 =0.01
Cu 4, 00E+02 a3 S5.33E+02 4, 87E+0Z2 2, 4ZE+02 b 1. 90E+02 2.69E+02 4, 49E+DZ a3 3.28E+02 5,38E+02 <0.01
Zn 1,18E+03 a 1, 05E+03 1,37VE+03 1,66E+03 b 1,22E+03 2,15E+03 3,11E+03 = 2,32E+03 3, 70E+03 <0.01
Ga 4,15E+01 a 5, 44E+01 4,83E:01 5, 55E+00 b 2, 53E+00 1, 78E+01 1, 33E+02 = 9,21E+01 1, 75E+02 <0.01
As 4, 61LE+D0 a 5.36E+00 6. 10E+00 1.88E+00 b 1, 27E+00 2,41 E+00 4, 5T EHDD a3 2, 38E+00 5,48E+04 =0.01
Se 9,05E+00 a 8,05 E+D0 1,04E+01 2,865E+00 b 1, FAE+O0 3,84 E+00 1, 07E+D1 a 8, LAE+00 1,27E+01 <0.01
Rb 1,17E+03 a 9, 45E+02 1,50E:03 1, 21E+02 b 1, 14E+02 4, 26E+02 1, 86E+02 b 1,569E+02 9, 48E+02 =0.01
Sr 5.96E+04 a3 S5.53E+04 4, 66E+04 5.3Z2E+035 b 4. 07E+0S3 2, 4TE+D 1 05E+05 C 9, 00E+04 1,29E+05 =0.01
b 9,0:0E+01 a 9, 00E+01 9,00E+01 9, 00E+01 a 9,00E+01 9, 00E+01 9, 00E+01 9, 0E+01L 9, 00E+01 LA
Mo 2,31E+01 a 1, 93E+01 2,609E+01 1, 08E+01 b 9, 29E+00 1, 29E+01 5, 88E+01 = 4,95E+01 7,84E+01 =<0.01
AR 1.24E+01 a 1.01E+01 1.45E+01 Z2,62E-01 b 2,15E-01 5.02ZE+05 4, Z7E-O1 b 5.64E-01 5.25E-01 =0.01
cd 5,96E-01 a 4, 71E-01 7.84E-01 1,57E-01 b 0, D0DE+00 4,23E-01 2,13 E+D0 = 1,23E+00 2,51E+00 <0.01
Ir 2,01E01 a 1,37VE-0O1 3,31E-01 2, 08E-02 b 1,68E-02 3,28E02 3,54E-02 b 2, 72EO2 4,52E-02 =0.01
Sn 5.95E+00 a3 4, 1S E+00 9, 95E+00 4, 7OE-O1 b 5.15E-01 5, 38E-01 G, 30E-01 b 5. 78E-01 9,28E-01 =0.01
Shb 3, 75E-01 a 2, 965E-01 4, 25E-01 1,05E-01 b 6, 44E-02 1,69E-01 2,.33E-01 = 1, 70E-01 2,67E-01 <001
C= 0,00E+00 a O, 00 E+D0D 2,58E-02 0,00 E+D0 a 0, 00E+00 O, 00 E+D0D O, OO E+D0D a O, 00E+00 O, OO E+D0D 1,82E-02
Ba 1,50E+03 a3 1.38E+03 1,8ZE+03 2,63E+02 b 2,16E+02 1., 18E+03 G, 86E+03 = 5,.50E+03 8,10E+03 =0.01
Ce Z2, 7OE+0Z2 a 2 O00E+02 3.68E+02 1,00E+02 b 6, 80E+01 1, 48E+02 2. 35E+02 c 1,50E+02 2, 90E+02 <0.01
W 5.00E-02 a 4, 00E-02 6, 73E-02 7.O05E-03 b 5,20E-03 9 98E-03 1,90E-02 = 1, 70E-02 2, 7BE-D2 =0.01
Re 1,65E-01 3 1, 40E-O1 1,90E-01 1, 10E-01 b 9,93E-02 1.80E-01 1.50E-01 ab OOE-O1 Z2,20E-01 1. 45E-02
A 4, 90E-03 a 0,00 E+00 S, FBE-03 <4, 00E-03 ab 0, O0E+O0 6, 10E-03 0, 0 E+00 b 0, OE+O0 <4 60E-03 6. 88E-02
I 2, 74E-01 a 2, 42E-01 3,24E-01 9, 10E-02 b 7.25E-02 Z2,65E-01 Z2,99E-01 ab 2,42E-01 3.66E-01 <0.01
Pb 9,18E+00 a3 8,44 E+00 1,0ZE+01 8,52 E+00 ab G, G 7E+O0D 1, 16E+01 G, 7 1EHDOD b &, 00E+O0 7,74 E+00 =0.01
Bi 1. 73E-O1 a3 1.38E-01 2.34E-01 7.84E-02 ab 6.26E-02 1. 05E-O1 6.67E-O2 b 6.535E-02 8.25E-02 <0.01
Th 3,61E-01 a 2,31E-01 4,88E-01 1,23E-02 b 6,63E-03 1,21E-01 5,69E-02 b 4,16E-02 7.09E-02 <0.01
¥ 3,2Z2E-01 3 Z2,23E-01 4,63E-01 4, 40E-02 b 3,14E-02 1,14E-01 Z2,2G6E-01 = 1,85E-01 2, 70OE-01 <0.01

Tabla 9. Resumen de los analisis estadisticos. Mediana. RIQ 25%: valor del intercuarti

ico 25%. RIQ 75%:

paramétricos Kruskal-Wallis. ANOVA: “a”, “b”, “c”, letras distintas implican varianzas distintas.

valor del intercuartilico 75%. P- valor: p-valor de

| test estadistico no
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Intergr o de r

del test de ANOWA

Piel Pulpa Cladodic
Los wvalores analizados nos indican que son diferentes estadisticamente para pulpa, pi v cladodio.
MNa abc 1.535E+04 | 4. 27E+03 | 7.29E+035 La mayor concentracion se encuentra enc: Cl > Pu > Pi
Mg abc 1.Z28E+06 | 2, 80E+05 | Z.2ZE+D6 Cl > Pi > Pu
K abc F.3TE+OE | 9.56E+05 | 5,48E+06 Pi > Cl > Pu
Ca abc 3.32E+06 | 2.53FE+05 | 4, 89E+06 Cl > Pi > Pu
Fe abc 7,598E+03 | 1, 95E+03 | 3,80E+03 Pi > Cl > Pu
Zry abc A1 A8E+0D3 | L.66E+03 | S.11E+D03 Cl > Pu > Pi
Ga abc 4, A5E+01 | 3.55E+00| 1.33E+0Z Cl > Pi > Pu
Sr abc 3.96E+04 | 5.32E+03 | 1, 05E+05 Cl > Pi > Pu
Ll abc 2.31E+01 | 1, O08E+01 Cl > Pi > Pu
cd abc 5,96E-01 | 1.57E-01 Cl > Pi > Pu
Sk abc 3, 75E-01 | 1, 06E-01 2 Pi > Cl > Pu
Ba abc 1.80E+035 | 2. 653E+02 | 6.86E+03 Cl > Pi > Pu
Ce abc 2. FOE+0Z | 1, 00E+02 | 2, 35E+02 Pi > Cl > Pu
W abc 5.00E-02 | 7.0O5E-03 A, 90E-0Z Pi > Cl > Pu
w abc 35,2Z2E-0O1 | 4,40E-0Z 2,2GE-0O1 Pi > Cl > Pu
n abb
abb
abb
abb
abb
abbh
abb
Se puede cbservar gue entre piel v cladodioc no hay diferencia estadistica, perc ambos se diferencian de los resultados
obtenidos en pulpa.
Ti aba 1,80E+01 | 8.30E+00 | 1, 90E+01 |La mayor concentracidn se encuentra en: Cl > Pi > Pu
Co aba 7,00E+00 | 1,.29E+00 | 8,54EHD Cl > Pi > Pu
Cun aba 4, 00E+02 | 2, 4ZE+032 | 4, 49E+032 Cl > Pi > Pu
s aba 4, 861E+00 | L. 88E+00 | 4. 57E+00D Pi > Cl > Pu
Se aba 9, 05E+00 | 2. 66E+00 | 1, 07E+01 Cl > Pi > Pu
3 aakb = = Ay o - = a 5 e e = a e = =
Los wvalores son estadisticamente iguales tanto en pulpa v piel como en cladodio.
Be aqad 0.00E+00 | 0. 00E+=00 | O.00E+0D Pi=Pu=Cl
Sc aaa S, 00E+01 | 9, 00E+01 | 9, O0E+01 Pi=Pu=0Cl
i aaa S, 00E+01 | 9, 00E+01 | 9 C0E+01 Pi=Pu=Cl
C= aaa 0, 00E+00 | O, 00E+00 | O, 00E+00D Pi=Pu=1Cl
Los walores son estadisticamente iguales para piel v cladodic, pero distintos para pulpa. ¥ a su wez. los walores son iguales
para pulpa v cladodio, pero distintos para piel.
Re a b ab 1,65E-01 | 1.1 1,50E-01 |Pi = Pu; Pi = Cl; Pu = Cl La mayor concentracion se encuentra en: Pi=Cl > Pu
il a b ab 2, 74E-01 | 9.1 = 2,99E-01 |Pi# Pu; Pi = Cl; Pu =Cl Cl = Pi > Pu
Los walores son estadisticamente iguales para piel v pulpa, pero distintos para cladodio. ¥ a su wez, los walores son iguales
para pulpa v cladodic pero diferentes para piel.
v a ab b 4, 90E-035 | 4, 00E-035 | O00E+0 |Pi=Pu 2Cl; Pu=Cl #Pi La mayor concentracion se encuentra em: Pi > Pu
P a ab b 9, 18E+00 | 8.52E+00 | 6. 71E+00 |Pi = Pu = Cl; Pu = Cl = Pi Pi = Pu > Cl
Bi a ab b 1. F3E-01 | 7.84E-0Z2 E.6FE-0Z |Pi=Pu =Cl; Pu = Cl = Pi Pi = Pu > Cl

Tabla 10. Interpretacion de resultados de la tabla 9. Resumen del analisis de varianzas (test de ANOVA). Pi= piel, Pu= pulpa, Cl= Cladodio.

43



4.3. Determinacién de la capacidad antioxidante

Capacidad antioxidante por el método de ABTS

Muestra| Capacidad antioxidante ABTS* 16
14
Piel 1 42,4 12
Piel 2 31,2 10
Piel 3 35,0 8
Tallo 1 16,6 6
Tallo 2 15,4 .
Tallo 3 16,2 5
Pulpa 1 16,6 0
Pulpa 2 16,7 N DN Y Y N A
NP
Pulpa 3 15,2 ¥ @ ¥ A W
Tabla 11. Capacidad antioxidante por el método de
ABTS. (mmoles eauivalentes de Trolox/g muestra) Figura 20. Capacidad antioxidante por el método de

ABTS. (mmoles equivalentes de Trolox/g muestra)

Teniendo en cuenta los valores promedio (calculados en base a los resultados de la Tabla 11) obtenidos
en este ensayo, los cuales son: 36,20 para piel, 16,07 para tallo y 16,17 para pulpa (expresados como
mmoles equivalentes de Trolox/g), podemos afirmar que la mayor eficiencia frente a este radical ABTS®+
y por tanto mayor capacidad antioxidante, se encontro en la piel del fruto, seguido de la pulpa del mismo
y finalmente en tallo, aungue con una concentracién similar entre estos dos Ultimos tal y como se observa

en la Figura 20.

Polifenoles totales por el método de Folin-Ciocalteu

Muestra Polifenoles Totales* ij
Piel 1 14,8 12
Piel 2 12,1 10
Piel 3 13,4 8
Tallo 1 10,2 6
Tallo 2 10,3 4
Tallo 3 11,0 2
Pulpa 1 8,0 0
Pulpa 2 77 @ T
Pulpa 3 7,5 m Polifenoles Totales (mg equivalentes de Acido

) i . gélico/g muestra)
Tabla 12. Polifenoles totales por el método de Folin- ) _ ;
i Figura 21. Polifenoles totales por el método de
Ciocalteu. (mg equivalentes de Acido galico/g
Folin-Ciocalteu.
muestra)*
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Una vez mas la determinacion de polifenoles totales por el método de Folin-Ciocalteu refleja la

mavyor presencia de éstos en la piel de la tuna y en cladodio.

Flavonoides totales por el método de Cloruro de Aluminio

Muestra Flavonoides totales* 3
; 25
Piel 1 25
Piel 2 1,4 2
Piel 3 1,5 15
Tallo 1 06 .
Tallo 2 1,2
05
Tallo 3 1,0
0
Pulpa 1 0 Piell Piel2 Piel3 Tallol Tallo2 Tallb3 Pulpal Pulpa2 Pulpa3
Pulpa 2 0 Flavonoides totales (mg equivalentes de Quercetina/g muestra)
Pulpa 3 0

Figura 22. Flavonoides totales por el método de
Tabla 13. Flavonoides totales por el método de
Cloruro de Aluminio. (mg equivalentes de
Quercetina/g muestra)

Cloruro de Aluminio.

El siguiente diagrama de barras, agrupa la informacion obtenida en los tres analisis anteriores:

45
40
35
30
25
20

15

Piel 1 Piel 2 Piel3 Tallol Tallo2 Tallo3 Pulpal Pulpa2 Pulpa3

o un O

M Capacidad antioxidante ABTS (mmoles equivalentes de Trolox /g muestra)
m Polifenoles Totales (mg equivalentes de Acido galico/g muestra)

Flavonoides totales (mg equivalentes de Quercetina/g muestra)

Figura 23. Andlisis capacidad antioxidante, polifenoles totales y flavonoides totales.
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A simple vista, observando la Figura 23 podemos concluir que la piel presenta mayor capacidad
antioxidante en el caso de los tres ensayos llevados a cabo y citados anteriormente. En relacion a la
capacidad antioxidante de polifenoles y flavonoides totales, medida a través de mg equivalentes de
acido gélico/g de muestra y mg equivalentes de quercetina/g de muestra respectivamente, dicha
concentraciones son ligeramente superiores en piel con respecto a tallo y pulpa, y en el caso de éstos
dos ultimos los valores son muy similares. A continuacién vamos a poder ver las concentraciones de los
compuestos fendlicos de interés medidos en pulpa piel y cladodio (tallo), y tal y como evidencia la Figura
23, la presencia de estos estos compuestos fendlicos es mucho menor en tallo e incluso llegando a no

ser detectada en pulpa.

Polifenoles y flavonoides por el método de HPLC:

Debido a que las muestras no se han purificado es posible que los compuestos fendlicos se encuentren
unidos a proteinas y lipidos. Por ello, al realizar un primer analisis se detecta una escasa cantidad de
compuestos fendlicos. Se realiza un tratamiento a las muestras mediante hidrolisis acida y calor, con
ello se consigue detectar una mayor cantidad de compuestos fendlicos, con el inconveniente de que se
pueden degradar algunos compuestos, por ejemplo, los flavonoides se encuentran mayoritariamente
formando glucdsidos vy, por tanto, al realizar la hidrodlisis se detectardn Unicamente las agliconas, pero

nos da una idea de la composicion en flavonoides. Se adjuntan los cromatogramas como ANEXO.

Resultado de la muestra de piel 1

Quercetina: 93,2 pg/g muestra
Kaempferol: 44,9 ug/g muestra

Isorhamnetina: 1684,6 pg/g muestra

Resultado de la muestra de piel 2

Quercetina: 85,7 ug/g muestra

Kaempferol: 38,6 ug/g muestra

Isorhamnetina: 1103,2 pug/g muestra

Resultado de la muestra de piel 3

Quercetina: 84,2 ug/g muestra

Kaempferol: 47,2 ug/g muestra
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Isorhamnetina: 1095,5 pg/g muestra

Resultado de la muestra de tallo 1

Quercetina: 0
Kaempferol: 50,2 ug/g muestra

Isorhamnetina: 219,5 pg/g muestra

Resultado de la muestra de tallo 2

Quercetina: 57,3 ug/g muestra
Kaempferol: 80,8 ug/g muestra

Isorhamnetina: 1274,7 ug/g muestra

Resultado de la muestra de tallo 3

Quercetina: 0

Kaempferol: 56,5 ug/g muestra

Isorhamnetina: 406,1 ug/g muestra

Resultado de la muestra de pulpa 1

No se detecta quercetina, kaempferol ni isorhamnetina.

Resultado de la muestra de pulpa 2

No se detecta quercetina, kaempferol ni isorhamnetina.

Resultado de la muestra de pulpa 3

No se detecta quercetina, kaempferol ni isorhamnetina.



Muestra | Quercetina Kaempferol Isorhamnetina
(ng/g muestra) | (ug/g muestra) | (ug/g muestra)
Piel 1 93,2 449 16846
Piel 2 85,7 38,6 11032
Piel 3 842 47,2 10955
Tallo 1 0 50,2 2195
Tallo 2 57,3 80,8 1274,7
Tallo 3 0 56,5 406,1
Pulpa 1 0 0 0
Pulpa 2 0 0 0
Pulpa 3 0 0 0

Tabla 14. Tabla resumen de flavonoides detectados por la técnica de HPLC.

La bibliografia consultada coincide con nuestros resultados, en concreto refleja que el contenido en
Kaempferol, Quercetina e Isorhamnetina como responsables de la fuerte capacidad antioxidante
atribuida al contenido en flavonoides (junto a los carotenoides), constituye uno de los aspectos para

considerar este un fruto prometedor (Cota-Sanchez et al., 2016).

En todas las muestras se detecta una serie de compuestos que eluyen a 4,0 minutos, 8,6 minutosy 13,1
minutos. No se ha podido determinar de qué compuestos se trata, también podrian ser los productos
de degradacion de moléculas de mayor tamafio, ya que se ha realizado un tratamiento acido a las

muestras. Los espectros de absorcion son los siguientes:

e Pico 4,0 min (maximo absorcion: 280nm)
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¢ Picoa 8,6 min (274nm)

e
300

e R 0
350

e Picoa 13,1 min (méaximo absorcién: 340nm)

T T T
250

T T T
300

T T
350

T PR T T T T T T T T T T T
450 500 550 nm;

Andlisis de betalainas

Muestra | Betaxa ntina* | Betacianina* | Total Betalainas*
Piel 1 359,3 21,4 380,7
Piel 2 369,0 20,9 389,9
Piel 3 374,9 21,3 396,1

Tallo 1 157,5 57,8 215,3
Tallo 2 156,2 52,8 209,0
Tallo 3 189,1 54,2 2433

Pulpa 1 517.3 17.2 5345

Pulpa 2 461,2 17,4 478,7

Pulpa 3 505,7 25,2 5309

Tabla 15. Betalainas analizadas. (ug/g muestra)*

300

200

100 I I
0

Piel 1 Piel 2 Piel3 Tallol Tallo2 Tallo3 Pulpal Pulpa2 Pulpa3

M Total Betalainas (pug/g muestra)

Figura 24. Betalainas detectadas en piel, tallo y

pulpa. Total Betalainas (ug/g muestra).

En el caso concreto de las betalainas totales los resultados obtenidos en este estudio y reflejados en la

Figura 24, muestran una mayor concentracion de las mismas en pulpa, seguida de piel y finalmente de
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tallo lo cual tiene mucho sentido ya que las betalainas son pigmentos, responsables de los colores de
flores y frutos de plantas como las cactdceas. Entre la betalainas analizadas, encontramos en mayor
proporcion Betaxantina, distribuida de mayor a menor proporcion en pulpa, piel y tallo. En el caso de |a

Betacianina, ésta se encuentra en mayor proporcion en el tallo, seguido de piel y finalmente de pulpa.

Carotenoides detectados por la técnica de HPLC

Para la preparacion de la muestra se ha realizado un tratamiento enzimatico con proteasa seguido de
una extraccion liquido-liquido con acetato de etilo. Finalmente, se ha evaporado el disolvente en el

rotavapor a baja temperatura y se ha reconstituido con 50 mg/L butilhidroxitolueno en metanol.

En los cromatogramas adjuntos en Anexo I, se observa que aparecen picos muy similares en todas las

muestras, siendo el pico mayoritario el que eluye a 5,4 minutos.

Estandar luteina:

3

waling
CA4
ol

I I
5 10 15 20 25

Figura 25. Cromatograma resultado de estdndar de luteina.

Espectros de absorcion Luteina:

e Maximos de absorcion: 422nm, 455 nm, 470 nm
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Pico mayoritario muestras (5,4 minutos):

e Maximos de absorcién: 423nm, 446 nm, 472 nm

En las muestras no se detecta luteina, pero el pico que aparece a 5,4 minutos se trata de un carotenoide
con una estructura muy similar a la luteina, ya que los espectros de absorcién son muy parecidos. Para
tener unaidea de la cantidad de carotenoides presente en las muestras, se va a calcular la concentracion

teniendo en cuenta el estandar de luteina. Los resultados se expresan como pg equivalentes de Luteina

/g muestra.
Hg
Muestra equivalentes
de Luteina /g
Piel 1 10,5
Piel 2 11,4
Piel 3 11,1
Tallo 1 354
Tallo 2 328
Tallo 3 44,4
Pulpa 1 3.1
Pulpa 2 23
Pulpa 3 26

Tabla 16. Carotenoides expresados como pg equivalentes de Luteina/g muestra.

Tal y como se observa en los, las muestras correspondientes a la piel presentan mayor capacidad
antioxidante, mayor cantidad de polifenoles y flavonoides. Las muestras de tallo y pulpa presentan una
capacidad antioxidante muy similar, aunque la pulpa contiene menor cantidad de polifenoles y no se ha

detectado la presencia de flavonoides. En cambio, en la pulpa se detecta una mayor concentracién de
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betalainas. Podemos afirmar que nuestros resultados se asemejan a los hallados en la revisién

bibliografica (Cota-Sanchez et al., 2016), (EI-Mostafa et al., 2014), (Kolniak-Ostek et al., 2020).

Por otro lado, existen una serie de componentes que se encuentran presentes en todas las muestras,
aungue no se han podido identificar. Cabria realizar un estudio mds exhaustivo para determinar el

compuesto del que se trata.

Por ultimo, las muestras de tallo son las que presentan mayor cantidad de carotenoides, seguido de las
muestras de piel y las muestras de pulpa son las que contienen menor cantidad de carotenoides. Se
debe tener en cuenta que las muestras de pulpa se encuentran humedecidas, y por eso puede disminuir

la proporcién de principios activos.

5. CONCLUSIONES

La incorporacién de las diferentes partes de nopal (piel, pulpa, cladodio) en nuestra alimentacion, es
solo un complemento a un estilo de vida saludable que tiene un efecto significativo debido a la

concentracion de los metales encontrados en cladodios, piel y pulpa y a su capacidad antioxidante.

Los frutos de tuna se pueden dividir en tres componentes que pueden explotarse para el procesamiento

comercial: semillas, piel y pulpa.

En funcion de los resultados obtenidos del analisis de metales se observa que la concentracion de

metales en nopal varia en funcién de si se trata de cladodio, piel o pulpa.

En las muestras analizadas se puede destacar un alto contenido de minerales. Los minerales
encontrados en mayor proporcién si los ordenamos de mayor a menor cantidad, en todas las muestras,
son el Potasio (7,37E+06 pg/L en piel), el Calcio (4,89E+06 pg/L en cladodio) el Magnesio (2,22E+06 pg/L
en cladodio) y el Estroncio (1,05E+05 ug/L en cladodio) seguido por el Sodio (1,35E+04 pg/L en piel).

Si diferenciamos los tres tipos de muestras diferentes de Opuntia ficus-indica. Curiosamente la parte
del fruto comestible o pulpa, que es la que mas se consume de forma habitual, no sobresale en
composicién respecto al contenido de minerales, mientras que la piel tiene la mayor cantidad de K, Fe,
Sb, Ce, W, U, Li, Al, V, Cr, Ni, Rb, Ag, In, Sn, Th y As. Es en el cladodio donde predominan el Na, Mg, Ca,
Zn, Ga, Sr, Mo, Cd, Tl, Co, Cu, y Se.
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La actividad antioxidante en opuntia ficus indica se asocia con los contenidos de compuestos fenélicos
que se expresan en milimoles equivalentes de Trolox/g de muestra. Siendo las concentraciones mas
elevadas las encontradas en piel con un valor promedio de 36,2 mmoles equivalentes de Trolox/g
muestra. Y con la determinacion de polifenoles totales por el método de Folin-Ciocolteu que refleja la
mayor presencia de estos en la piel de la tuna, seguida del cladodio. Y por Ultimo por los mg equivalentes
de quercetina/g muestra. De todos los resultados obtenidos se demuestra que el contenido promedio
en Kaempferol que es de 43.5 pg/g, Quercetina es de 87.7 ug/g, e Isorhamnetina de 1294.4 ug/g Asi
todos estos compuestos encontrados en Opuntia son los responsables de la fuerte capacidad

antioxidante. Encontrandose fundamentalmente todos ellos en mayor proporcion en la piel.

Es porello que este estudio se puede considerar como una contribucién al conocimiento sobre la calidad
nutricional y antioxidante de Opuntia ficus-indica. Todos los avances cientificos en el campo de
compuestos activos funcionales pueden servir para proteger la salud y nutricion y en paralelo para su
uso en poblaciones con recursos econdmicos limitados. Por todo lo expuesto se puede concluir que este
cultivo “subexplotado” tiene el potencial de proporcionar alimentos, bebidas y niveles aceptables de
nutricién, ademads de un importante potencial farmacoldgico e ingredientes activos prometedores en la

nutricién y la salud humanas.
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7. ANEXOS:
ANEXO |

Polifenoles vy flavonoides HPLC

Debido a que las muestras no se han purificado es posible que los compuestos fendlicos se
encuentren unidos a proteinas y lipidos. Por eso, al realizar un primer analisis se detecta una
escasa cantidad de compuestos fendlicos. Se realiza un tratamiento a las muestras mediante
hidrdlisis acida y calor, con ello se consigue detectar una mayor cantidad de compuestos
fendlicos, pero con el inconveniente de que se pueden degradar algunos compuestos, por
ejemplo, los flavonoides se encuentran mayoritariamente formando glucésidos vy, por tanto, al
realizar la hidrélisis se detectard Unicamente las agliconas, pero nos da una idea de la

composicién en flavonoides.
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ANEXO Il

Carotenoides HPLC

Para la preparaciéon de la muestra se ha realizado un tratamiento enzimatico con proteasa

seguido de una extraccion liquido-liquido con acetato de etilo. Finalmente, se ha evaporado el

disolvente en el rotavapor a baja temperatura y se ha reconstituido con 50 mg/L

butilhidroxitolueno en metanol.
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Se observa que aparecen picos muy similares en todas las muestras, siendo el pico mayoritario el

gue eluye a 5,4 minutos.



