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I. INTRODUCCION

Las cactaceas son una familia constituida por alrededor de 1600 especies, pertenecientes
al orden Caryophyllales (Esquivel, 2004), son originarias del continente americano,
distribuidas desde Canada hasta la Patagonia; México cuenta con alrededor de 550 a 900

especies, teniendo el 79% de endemismos (Montesinos et al., 2015).

Estudios realizados en México han demostrado que la variabilidad entre especies es
relativamente baja, llevando a denominar a muchas de estas como “Pitahaya”, lo que ha
hecho que su clasificacion botanica sea compleja. Destacando asi cuatro géneros
representativos: Stenocereus sp., Selenicereus sp., Hylocereus sp., y Cereus sp (Huachi et
al., 2015).

La produccion, comercializacion e industrializacion de pitayas (Stenocereus sp.) y pitahayas
(Selenicereus e Hylocereus) comenz6 en México a principios del siglo XXI. En la actualidad
se ha buscado aumentar la produccion y generar conocimiento a cerca de estas porque no
se cuenta con la suficiente informacion, a raiz de esto, investigadores y centros de
investigacion han comenzado a interesarse, para lograr una descripcion de variedades, un
mejoramiento genético, el combate de plagas y enfermedades, técnicas de cosecha y

poscosecha, e industrializacion de las mismas (Flores, 2003).

De la tribu Pachycereeae, el género Stenocereus comprende 22 a 24 especies de pitayas
(Rosales-Bustamante et al., 2009), producidas en los estados de Baja California, Baja
California Sur, Sonora, Sinaloa, Nayarit, Jalisco, Zacatecas, Colima, Michoacan,
Guanajuato, Querétaro, San Luis Potosi, Tamaulipas, Veracruz, Morelos, Guerrero, Puebla
y Oaxaca. La mayor produccién en Oaxaca de pitayas se presenta en cinco municipios del
distrito de Huajuapan destacando Santiago Chazumba, Cosoltepec, San pedro y San Pablo

Tequixtepec, Santiago Miltepec y Asuncién Cuyotepeji (Flores, 2003).

Uno de los sinamorfismos que presentan las cactaceas es la presencia de betalainas, un
tipo de pigmento nitrogenado derivado de la tirosina (Esquivel, 2004). Las betalainas aparte
de conferir color a los diferentes frutos, han demostrado ser antioxidantes, especialmente
las betacianinas y betaxantinas (Huachi et al., 2015). A su vez tienen un efecto positivo en
la inhibicion de la oxidacion y la peroxidacion lipidica, efecto antiinflamatorio, antirradical, e
inhibidor de la betanina en el crecimiento de las células del melanoma(Esquivel y Araya,
2012).



El cuerpo humano necesita nutrientes con alto valor bioldgico para tener un adecuado
funcionamiento (Gutiérrez-Ramos et al., 2023). Las frutas y verduras son una mezcla
Optima de antioxidantes como son la vitamina C y E, los polifenoles, carotenoides y
carbohidratos complejos (Montoya et al., 2022). Estos juegan un papel importante porque
son los responsables de frenar las reacciones de oxidacion de las células a partir de las
cuales se originan los radicales libres, reducen la aparicion de enfermedades
cardiovasculares, tumores, enfermedades neurodegenerativas y son un potenciador del

sistema inmunoldgico (Batalla, 2007).

Por lo cual, esta investigacion estd enfocada en la caracterizacion fitoquimica y la
determinacién de la capacidad antioxidante del extracto de pitaya (Stenocereus stellatus),
producida en el municipio de Santiago Chazumba con la finalidad de generar informacion

sobre esta y aprovechar sus beneficios en la industria alimentaria.



1.1 Planteamiento del problema

El estilo de vida actual promueve inadecuados habitos alimenticios, lo que lleva a consumir
alimentos con baja calidad nutricional y capacidad antioxidante (Gutiérrez-Ramos et
al.,2023). México ha experimentado una transicion alimentaria y nutricional, caracterizada
por el remplazo del consumo de alimentos naturales por el de alimentos industrializados de
alta densidad energética y baja calidad nutricional (Islas et al., 2020). La mala alimentacién
ha causado graves problemas de salud en la sociedad como la desnutricién y obesidad, asi
como el aumento de diversas enfermedades crénico degenerativas en consecuencia del

estrés oxidativo (Delgado et al., 2010).

Cuando existe un aumento en la concentracién de radicales libres, se provoca un
desbalance, dando lugar a lo que se conoce como estrés oxidativo, ocasionando severos

dafios celulares (Delgado et al., 2010).

El dafio oxidativo puede ser prevenido por antioxidantes, sustancias que, en
concentraciones bajas en comparacion con el sustrato biolégico oxidable, previenen o

retardan la oxidacion de este (Jamanca y Alfaro, 2017).

Actualmente existe la creciente demanda a nivel industrial por la busqueda de compuestos
guimicos presentes en plantas y frutas, que puedan ofrecer una alternativa para la
obtencion de antioxidantes, esto debido a que pueden presentar un efecto mas potente en

comparacion con los antioxidantes sintéticos (Montoya et al., 2022).

Diversas investigaciones han demostrado que la presencia de pigmentos betalamicos en
los frutos de pitahaya, estan relacionados con la elevada actividad antioxidante (Esquivel y
Araya, 2012), sin embargo, las investigaciones realizadas a la pitaya (Stenocereus stellatus)
son escasas, por lo que es importante estudiar los rasgos funcionales de este fruto para
impulsar su desarrollo como fuente de compuestos antioxidantes. Por lo anterior, los
objetivos de este trabajo fueron determinar el contenido de betalainas y compuestos
fendlicos, asi como la actividad antioxidante de los tres extractos de pitaya, por lo cual se

plantearon las siguientes preguntas de investigacion:

¢ Los extractos de la pulpa del fruto de pitaya (Stenocereus stellatus) presentan capacidad

antioxidante?



¢La actividad antioxidante de los extractos de pitaya (Stenocereus stellatus) es elevada

para ser considerado un alimento funcional?



1.2  Justificacion

México ha utilizado a las cactaceas como plantas de ornato y, a su vez, como una fuente
importante de alimento, se informa el consumo de las flores como legumbre y el de los
brotes tiernos como hortalizas. El cultivo de la pitahaya es una actividad econémica
redituable en las regiones rurales, donde las condiciones climaticas y edéficas no son
favorables, debido a la escasez de agua y caracteristicas edaficas de pedregosidad y baja

capacidad nutrimental (Montesinos et al, 2015).

Wu et al. (2006) estudid6 en pitahaya roja el contenido de fenoles totales, actividad
antioxidante y actividad antiproliferativa en células del melanoma, sus resultados mostraron
que la pulpa y la cascara son ricas en polifenoles y una buena fuente de antioxidantes, e
inhiben el crecimiento de las células del melanoma. Esquivel et al. (2007) evalto la
capacidad antioxidante de diferentes genotipos, donde se determind que los genotipos
“Lisa” y “Nacional” presentaron un valor de TEAC (Trolox equivalent antioxidant capacity)
de 36.1 mg/100 mL y 34.8 mg/ 100 mL, respectivamente; una mayor capacidad antioxidante
en comparacion a los genotipos “Orejona” (27.9 mg/100 mL), “Rosa” (26.8 mg/100 mL) y
“San Ignacio” (24.5 mg/100 mL), esto relacionado con el contenido de betalainas.

El compuesto bioactivo tiene efectos positivos contra los transtornos relacionados con el
estrés en los seres humanos, debido a su potencial para inhibir la oxidacion y la
peroxidacion lipidica. En la industria alimentaria, las betalainas se pueden usar como
aditivos alimentarios, su uso esta aprobado por la Unién Europea y estan etiquetadas como
E-162 (aditivo alimentario) debido a que presentan una estabilidad térmica similar en

comparacion con el rojo de remolacha (Verona-Ruiz et al., 2020).

Por lo anterior, se determindé que la pitahaya es un fruto importante con capacidad
econdmica, alimenticia y de conservacion. La pulpa tiene un valor nutrimental importante
porque es rica en fibra, minerales, vitamina C y fitoalbiminas, mientras tanto, la cascara
posee betalainas, glucosa, fructosa y pectina, influyendo en la actividad antioxidante de la

fruta y sus variedades (Montoya et al., 2022).

Por lo anterior, se determino que la pitahaya es un fruto importante con capacidad
econdémica, alimenticia y de conservacion. La pulpa tiene un valor nutrimental importante

porque es rica en fibra, minerales, vitamina C vy fitoalbiminas, mientras tanto, la cascara



posee betalainas, glucosa, fructosa y pectina, incluyendo la actividad antioxidante de la

fruta y sus variedades.

II. MARCO TEORICO

2.1 Historia de las cactaceas

Las cactaceas son originarias del continente americano, donde México ha sido un centro
de establecimiento y diferenciacibn muy importante para esta familia de plantas,
encontrandose una gran cantidad de endemismos y una variacion increible de adaptaciones

y tipos biolégicos acordes con la diversidad climatica de la regiéon (Mandujano, 2006).

La evolucién de la recoleccion del fruto de especies silvestres a la domesticacién de la
especie gener6 transformaciones morfofisiologicas y genéticas, generando gran variacion

de tipos bioldgicos.

En México, el género de cactaceas columnares mas rico en especies y ampliamente
distribuido es Stenocereus, particularmente, las especies Stenocereus Pruinosus y
Stenocereus Stellatus (conocidas generalmente como pitayas) porque son recursos
naturales de gran importancia biolégica y cultural, dado que han contribuido a mejorar la

situacion econdémica de las regiones donde se presentan (Casas y Banuet, 1999).

Las cactaceas que se encuentran en México son utilizadas por sus caracteristicas como
plantas de ornato y, a la vez, como una fuente importante de alimento, siendo también
utilizados como cercos vivos, medicinales, control de erosién y combustible. Su cultivo es
una actividad econdémica redituable en regiones rurales donde las condiciones climaticas y
edaficas no son favorables para otros cultivos, debido a la escasez del agua, las
caracteristicas del suelo y la baja capacidad nutrimental de la misma (Montesinos et al.,
2015).

La especie Stenocereus stellatus es originaria de Morelos, Oaxaca y Puebla, altamente

endémica y micro-areal en el triangulo Tehuacén- Balsas-Tehuantepec (Flores et al., 2011).

Dado el origen del término “pitaya”, en México este concepto posee una extension muy
amplia, pues comprende diez géneros pertenecientes a tres tribus (Pachycereae,

Hylocereus y Echinocereus) de cactaceas (Salvador et al., 2012).



En el Valle de Tehuacan y seguramente también en la Mixteca Baja adyacente, se han
aprovechado frutos, semillas y tallos de las cactaceas columnares como la S. aff. pruinosus
y S. stellatus desde hace unos 8000 afios, las cuales, pudieron haberse cultivado desde la
fase Palo Blanco (200-700 d.C.). Las investigaciones arqueolégicas en la Mixteca Baja han
sido escasas, pero han permitido saber que en esta cultura se tiene como herencia la
designacién de las cactaceas columnares como “too dichi” o “tnu dichi”, las cuales
complementan la subsistencia y el ingreso monetario de 45 localidades, ubicadas en
ambientes semiaridos, con laderas pedregosas y suelos someros, donde crecen matorrales
espinosos, bosques tropicales caducifolios y palmares perturbados. En la Mixteca destacan
S. pruinosus y S. stellatus, que reciben el nombre genérico mixteco de dichi y el antillano

pitaya, asi como el ndhuatl Xoconochtli solo para Stenocereus Stellatus (Luna et al., 2001).

2.2 Pitaya (Stenocereus stellatus)

2.2.1 Taxonomia y caracteristicas morfolégicas

La clasificacion taxondmica de Stenocereus stellatus se presenta en la siguiente Tabla 1
(Flores et al., 2011):

Tabla 1

Clasificacién taxon6mica de Stenocereus stellatus (pitaya).

Nombre cientifico Stenocereus stellatus (Pfeiffer) Riccob

Joconostle, joconoxtle, pitayo de agosto.
Nombre vulgar Tunillo, xoconoxtle, xoconochtli, pitayo,

xoconoxtle, etcétera.
Cereus Stellatus Pfeiffer, Cereus
Sinonimia Tonelianus Lemaire, Lemairocereus

Stellatus (Pfeiff)

Reino Plantae



Divisién Angiospermas

Familia Cactaceae

Clasificacion taxonémica de Stenocereus stellatus (pitaya) (continuacion)

Tribu Pachycereae
Género Stenocereus
Especie Stellatus

El pitayo o Xoconostle (Fig. 1) es una cactacea arborescente, de mediana altura, de 2 a 3
metros aproximadamente, sus ramas son erectas y constan de 8 a 12 costillas obtusas de
2 cm de alto algo onduladas, sus areolas son distintas entre siy miden 1 centimetro, cuenta
con 9 a 13 espinas radiales, cortas, algo subuladas, grisdceas con la punta oscura,
radiadas; cuenta con 3 espinas centrales; dos divergen hacia arriba y una hacia abajo, son
medianamente mas gruesas y largas que las radiales, hasta de 5 cm de largo, grisaceas;

en las aréolas floriferas suele haber algunas espinas setosas.

Las flores se encuentran en el apice de las ramas, algunas veces en la corona, son diurnas
y de color rosa palido; con una forma tubular-campanulada de 5 a 6 cm de largo y podarios
del tubo receptacular, es decir, la base de la hoja gradualmente mas grande, provistas de
escamas pequefias, cuyas medidas van de 2 a 3 milimetros y a veces, suelen producir
algunas cerdas; una pared del tubo receptacular gruesa y unos estambres primarios que se
encorvan en la base a manera de cerrar la cAmara nectarial. Tiene numerosos 6vulos con
funiculos ramificados; segmentos exteriores e interiores de color rosa claro, apice algo
ciliado, filamentos blancos, anteras color crema de la misma longitud que el tubo, blanco y

9 I6bulos del estigma de 1 cm de largo y delgados (Bravo, 1978).



Figura 1

Xoconoxtle (Stenocereus stellatus).

Nota. Adaptado de Pitayo Xoconostle (Stenocereus stellatus), por Naturalista, 2012, naturalista
(https://www.naturalista.mx/photos/1298697). CC BY NC.

La pitaya (Fig. 2) es un fruto globoso, de 3 cm de diametro, rojo, con espinas setosas

caducas. Semillas pequefias con testa negra y verrucosas (Bravo, 1978).

Figura 2

Fruta de pitaya (Stenocereus stellatus).

Nota. Adaptado de La pitaya: un fruto colorido, sabroso y nutritivo, por sabermas, s.f., sabermas
(https://www.sabermas.umich.mx/archivo/articulos/544-numero-61/1071-la-pitaya-un-fruto-colorido-sabroso-y-
nutritivo.html). Copyright.



https://www.naturalista.mx/photos/1298697
https://www.sabermas.umich.mx/archivo/articulos/544-numero-61/1071-la-pitaya-un-fruto-colorido-sabroso-y-nutritivo.html
https://www.sabermas.umich.mx/archivo/articulos/544-numero-61/1071-la-pitaya-un-fruto-colorido-sabroso-y-nutritivo.html

2.3 Procedencia del fruto

En el presente estudio se conté con una poblacion finita, se recolectd la fruta de pitaya
(Stenocereus stellatus) en la poblacion de Santiago Chazumba, Huajuapan de Ledn, Oax,

caracterizada por ser homogénea ya que se encuentra en el mismo piso climatico.

2.3.1 Santiago Chazumba, Huajuapan de Ledn, Oax.

El municipio de Santiago Chazumba pertenece al Distrito de Huajuapan de Ledn y se
localiza al noroeste del estado de Oaxaca, en la regibn denominada Mixteca Baja. Para
llegar a la cabecera municipal, partiendo de la ciudad de Oaxaca, se puede hacer a través
de la supercarretera Oaxaca-Cuacnopalan, en el kilbmetro 68 se encuentra la desviacién a
la Carretera Federal NUm. 190 Tramo Nochixtlan-Huajuapan, al llegar a la ciudad de
Huajuapan de Le6n se conecta a la Carretera Federal Nim. 125 tramo Huajuapan-
Tehuacan y en el kilbmetro 60, se encuentra la comunidad a orilla de carretera cuya

extension territorial es de 268.60 km?.

El municipio se encuentra dentro de los climas semicalidos, especificamente semicélido,
subhdmedo con lluvias escasas en verano y de menor humedad. La temperatura media
anual calculada es de 19.2 °C, siendo enero el mes mas frio con 16.2 °C de temperatura

media, ocasionalmente se presentan heladas que perjudican los cultivos existentes.

Mayo es el mes mas calido con 28.9 °C, siendo la oscilacion térmica de 4.7° C que le
confiere la caracteristica de poca oscilacion. La precipitacion total anual llega a los 710.9
mm, el mes de menor humedad es febrero, con 2.5 mm de lluvia promedio y el mes mas
hamedo junio, con 154.6 mm. La region presenta canicula o sequia de medio verano, pues
en junio, se produce la mas alta precipitacion, en julio desciende, en agosto aumenta de
manera gradual y alcanza un segundo maximo en septiembre, durante esta temporada

ocurren granizadas ocasionales. (Santiago Chazumba, 2008).

Dentro de los compuestos que denotan el color rojo de la pitaya, se encuentran las
betalainas. Estos compuestos son los principales pigmentos de la raiz del betabel (Beta
vulgaris sp.), la espinaca malabar (Basella sp.), el amaranto (Amaranthus sp.), la pitaya
(Cereus, Hylocereus y Selenicereus sp.) y de la pera del cactus (Opuntia sp.) (Flores et al.,
2019).
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2.4 Betalainas

Las betalainas es el término genérico de una clase de compuestos nitrogenados, es decir,
son los pigmentos responsables de la coloracidon amarilla-naranja y rojo-violeta de flores,
frutos y hojas de la familia botanica Centrospermas (Marcano, 2018). Estas, al igual que las
antocianinas, se acumulan en las vacuolas celulares de las flores, hojas y frutas que las

sintetizan, principalmente en la epidermis y subepidermis (Badui, 2006).

El color caracteristico es derivado del acido betalamico y comprenden dos grupos
estructurales: betacianinas y betaxantinas (Fig. 3) (Flores et al., 2019). El tipo de
sustituyente del &cido betalamico determina la clase de betalainas. Las betacianinas (rojo-
violeta) contienen un residuo de ciclo-3,4-dihidroxifenilalanina, mientras que las
betaxantinas (amarillo-naranja) tienen diferentes residuos de aminoacidos o aminas

(Sadowska-Bartosz y Bartosz, 2021).

Las betacianinas incluyen a la betanina, isobetanina y neobetanina, por otra parte, las
betaxantinas incluyen a la indicaxantina y vulgaxantina | y Il siendo estas algunas de las

betalainas que se encuentran en flores y frutos (Flores et al., 2019).

Figura 3

Estructura del acido betalamico y grupos estructurales de las
betalainas.

OHC

HOOC N~ COOH
H

Hoo7/\»~"
acido betaldmico a b

Nota. Estructura de las betacianinas (a) y las betaxantinas (b). R1 y R2: hidrogeno o moléculas de azicar: Ra:
grupo amina o amino&cido; Ra4: usualmente hidrégeno. Adaptado de “Biological properties and applications of
Betalains” (p.1). por Sadowska-Bartosz y Bartosz, 2021, molecules.
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La degradacion de las betalainas puede ocurrir por diferentes factores, tanto intrinsecos
como extrinsecos, afectando su estabilidad, y deben tenerse en cuenta para garantizar la

retencion 6ptima del compuesto activo.

2.4.1 Estabilidad de las betalainas

De acuerdo a Badui (2006) y Flores et al., (2019) la estabilidad de las betalainas es
restringida, debido a que su color se altera por varios factores; que provocan que no se
logre una correcta estabilizacion de estos pigmentos a través de acilacidén o sustitucion de

la molécula. Dichos factores se detallan a continuacioén.
a. Efecto del pH.

El color permanece inalterado en un intervalo de pH de 3 a 7; por debajo del pH 3 el color
cambia a violeta, y su intensidad decrece; arriba del pH 7, el color es mas azulado debido

a un efecto batocrémico, la mayor intensidad de azul se observa en un pH de 9.

Las betacianinas se consideran con mayor estabilidad en un pH acido, mientras que las

betaxantinas son mas resistentes en medios neutros.
b. Efecto de latemperatura.

El factor mas importante en la estabilidad de las betalainas durante el procesamiento y
almacenamiento de alimentos es la temperatura, la degradacion de las betalainas depende
de esta, que sigue una cinética de reaccién de primer orden. Estas, también se degradan
durante los procesos térmicos por isomerizacion, desglicosilacion, hidrolisis,

deshidrogenacion y descarboxilacion.

Se ha demostrado que las betalainas tienen mayor estabilidad a temperaturas bajas, siendo
4 °C la temperatura que permite mantener la estabilidad de los compuestos betalamicos,

comparado con temperaturas mas altas.
c. Efecto delas radiaciones.

Las betalainas son muy susceptibles a la degradacion iniciada por radiacion de diferentes
tipos; la radiacion gamma incrementa la velocidad de degradacion de betanina y se pierde

totalmente a dosis de 100 krad al eliminar casi en su totalidad a las betacianinas.
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d. Efecto del oxigeno.

Estas reaccionan con el oxigeno, y cuando son almacenadas en presencia de oxigeno
sufren una degradacién de color. Se ha demostrado que a niveles bajos de oxigeno
favorecen la recuperacién del pigmento después de sufrir dicha degradacién. El oxigeno
juega un papel crucial en la degradacion de las betalainas, mas aun si los compuestos se

encuentran almacenados por encima de los 4 °C y en presencia de luz.
e. Efecto dela actividad de agua (aw).

Existe una mayor estabilidad de las betalainas cuando la actividad de agua (aw) es <0,63.
La aw afecta la estabilidad de los compuestos betalamicos, puesto que el agua favorece la
ruptura del enlace aldimina del compuesto. La estabilidad de estos compuestos aumenta
cuando se aplican métodos para reducir el contenido de agua, tales como la liofilizacion, el

secado por aspersién, secado por atomizacion, etc.
f. Efecto delaluz.

La degradacion del color es causada por la absorciéon de ondas UV. La luz causa una
degradacién del color del 15,6%, combinada con el oxigeno causan una degradacion del
28,6%; cabe recalcar que no todas las fuentes de luz generan la degradacion de las
betalainas, sino que la luz de diferentes longitudes de onda puede causar un afecto aditivo

de color.
g. Efecto de la actividad enzimética.

La causa de inestabilidad de los compuestos betalamicos es la inactivacién inadecuada de

enzimas tales como las glucosidasas, polifenoloxidasas y peroxidasas.

Las glucosidasas afectan la estabilidad de las betalainas por la formacion de agliconas, las
peroxidasas forman radicales y las polifenoloxidasas oxidan principalmente los compuestos
fendlicos sin color, todo esto dando como resultado la inactivacion de las betalainas y por

consiguiente de los compuestos betalamicos.
h. Metales.

Los metales son otro factor importante en la degradacién de los pigmentos betalamicos,
considerando que el cobre, hierro, aluminio y estafio afectan la estabilidad de la betanina
acelerando la pérdida de color. Para reducir la degradacion de los pigmentos por iones

metalicos se recomienda utilizar acido citrico como agente quelante.
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De acuerdo a Pérez-Loredo et al., (2017) las investigaciones en frutos del género
Stenocereus, 0 pitayas, son escasas; siendo estos una fuente de diversos fitoquimicos, en
especial pigmentos. A su vez, estudios realizados a pitahayas atribuyen que es una rica
fuente de colorante natural debido a su alto contenido de betacianinas, responsables de la
coloracion en pulpa y piel, asimismo se ha logrado identificar cualitativamente la presencia
de compuestos fendlicos, azUcares, saponinas, flavonoides, alcaloides, quinonas y
compuestos grasos. Demostrando que existe una clase grande de metabolitos secundarios
gue van desde los compuestos de estructura simple como los 4cidos fendlicos hasta los

polifenoles mas complejos como los flavonoides (Verona-Ruiz et al., 2020).

2.5 Metabolitos secundarios

Se denomina metabolismo al conjunto de reacciones quimicas que realizan las células de
los seres vivos, las cuales son encargadas de sintetizar sustancias complejas a partir de
otras mas simples, o para degradar sustancias complejas y obtener las simples (Pérez-
Urria y Avalos, 2009).

Las plantas realizan dos tipos de metabolismo: el primario y el secundario. El primero tiene
lugar en todas las células de todos los seres vivos y las sustancias producidas se llaman
metabolitos primarios, dichos metabolitos estan implicados en el crecimiento, desarrollo
y reproduccion (Lustre, 2022). Como ejemplo de estos se encuentran los aminoacidos,
nucleétidos, azucares y lipidos, en cuanto al metabolismo secundario es aquel que les
permite producir y acumular compuestos de la naturaleza quimica diversa y asi derivando

los metabolitos secundarios (Pérez-Urria y Avalos, 2009).

Los metabolitos secundarios se sintetizan en pequefias cantidades, la sintesis de un
determinado compuesto dependera de la familia, género o especie. Dichos metabolitos
tienen funciones especificas como ser atrayentes o repelentes de animales, pigmentos que
proporcionan color a flores y frutos, estos juegan un papel importante en la reproduccion
porgque atraen a los insectos polinizadores contribuyendo la dispersion de semillas, por otro
lado, actian como pesticidas naturales, ya que le proporcionan un mecanismo de defensa

a las plantas frente a diferentes patogenos (Pérez-Urria y Avalos, 2009).

Segun Yonekura-Sakakibara y Saito (2009) las plantas han desarrollado estrategias para
sobrevivir, incluyendo la capacidad de producir mas de 200 000 metabolitos especializados

con una gran variedad de estructuras quimicas.
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Los metabolitos secundarios se agrupan en cuatro clases principales (Pérez-Urria y Avalos,

2009):

1.

4.

Terpenos. Entre estos se encuentran las hormonas, pigmentos 0 aceites
esenciales.

Compuestos fenolicos. Encontrando a las cumarinas, flavonoides, lignina y
taninos.

Glic6sidos. Saponinas, glicosidos cardiacos, glicésidos cianogénicos vy
glucosinolatos.

Alcaloides.

A continuacion, se describen los principales metabolitos secundarios.

2.5.1 Flavonoides

Los flavonoides son compuestos que comparten un esqueleto comun de difenil-piranos (Ce-

C3_C6)’

compuesto por dos anillos de fenilos (A 'y B) ligados a través de un anillo C de pirano

(heterociclico). Dicha estructura basica permite una multitud de patrones de sustitucion y

variaciones en el anillo C. Basandonos en sus caracteristicas estructurales se pueden

clasificar en (Fig. 4) (Martinez-Fl6rez et al., 2002):

1.
2.

Flavanos, como la catequina, con un grupo -OH en posicion 3 del anillo C.
Flavonoles, representados por la quercetina, que posee un grupo carbonilo en
posicion 4 y un grupo -OH en posicién 3 del anillo C.

Flavonas, como la diosmetina, que poseen un grupo carbonilo en posicion 4 del
anillo C y carecen del grupo hidroxilo en posicién C3.

Antocianidinas, que tienen unido el grupo -OH en posicién 3 pero ademas poseen

un doble enlace entre los carbonos 3y 4 del anillo C.
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Figura 4

Estructura bésica y tipos.
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Nota. Adaptado de “Los flavonoides: propiedades y acciones antioxidantes” (p.272), por S. Martinez-Flores et

al., 2002, Nutricion hospitalaria, 17(6).

Las plantas producen flavonoides que las ayudan a protegerse contra parasitos fangicos,
antiherbivoros, patégenos y de la radiacion ultravioleta (UV) (Dixon y Pasinetti, 2010).
Algunos de estos brindan proteccién contra el estrés, actuando como eliminadores de
radicales libres como son las especies reactivas de oxigeno (ROS) y quelante de metales
(Falcone et al., 2012).

2.5.2 Saponinas
Las saponinas constituyen una gran familia de compuestos estructuralmente constituidos
por un anillo terpenoide o esteroidal, conocidos como aglicona 0 sapogenina, sustituidos

por oligosacéridos a través de enlaces glucosidicos que les confieren un caracter anfifilico
(Fig. 5) (Ahumada et al., 2016).
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Figura 5

Estructura general de una saponina.

Aglicona
Carbohidratos
OH COOH
HO O
HO o
OH 7

Enlace glucosidico

Nota. Adaptado de “Saponinas de quinua (Chenopodium quinoa Willd.): un subproducto con alto potencial
biologico” (p.441), por A. Ahumada et al., 2016, Rev. Colomb. Cienc. Quim. Farm, 45(3).

Estas cuentan con una gran diversidad estructural, reflejdndose asi en sus diversas
propiedades bioldgicas y fisicoquimicas, con una aplicaciéon en jabones, antimicrobianos,
anticancerigenos y hemoliticos. A pesar del gran campo de aplicacion con el que cuentan,
las saponinas glicoalcaloidales, en determinadas concentraciones, son toxicas para
microorganismos, insectos, animales y humanos, es por eso que cuando se encuentran en

los alimentos se consideran como factores antinutricionales (Diaz, 2009).

Las saponinas en la industria son utilizadas como aditivos para alimentos y cosméticos,
entre sus multiples utilidades se encuentran como conservadores, modificadores de sabor,
detergentes ya que cuentan con las propiedades quimicas y la capacidad como agentes
espumantes, eliminan el colesterol de productos lacteos, activan el sistema inmune
mamifero y tienen un potencial como adyuvantes de vacunas, son importantes también en
vacunas dirigidas contra patdgenos intracelulares y vacunas terapéuticas contra el cancer

(Bazile y Santivafiez, 2014).

2.5.3 Taninos

Los taninos con una clase de compuestos fendlicos incoloros o amarillo-café, con sabor
astringente y amargo, solubles en agua, alcohol y acetona (Badui, 2006). Estan presentes

en hojas, frutos y cortezas, dichos compuestos complejos son parte de la proteccion de las
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plantas contra infecciones y los herbivoros. Se clasifican en tres grupos seguln su estructura
quimica: condensada, hidrolizable y complejos (Pefarrieta et al., 2014). Debido a su
estructura quimica presentan diferentes efectos farmacol6gicos tales como antioxidantes y
antimicrobianos, con actividad frente a Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae,

Bacillus anthracis y Shigella dysenteriae, también un efecto cicatrizante (Rengifo, 2018).
1. Taninos condensados

Son derivados de flavan-3-ol encontrdndose como monomeros, en sus unidades
estructurales de las cadenas que van desde proantocianidina catequina y/o dimeros

derivados de la catequina a polimeros de mayor tamafio (Pefarrieta et al., 2014).
2. Taninos hidrolizados

Estan compuestos de ésteres de acido galico o &cido elagico, unidos a una unidad central
de carbohidrato. Su nombre hace referencia a su facil capacidad para hidrolizarse en
presencia de 4cidos, bases o0 enzimas tanto in vitro como in vivo (Olivas-Aguirre et al.,
2015).

3. Taninos complejos

Estos contienen unidades de catequina vinculados a galotaninos o elagitaninos. La
Acutissimina A es un ejemplo de un tanino complejo que se encuentra en el vino tinto y este
ha demostrado inhibir el crecimiento de células cancerigenas, considerandose, asi como
un posible precursor para el desarrollo de nuevos medicamentos en la industria

farmacéutica (Pefnarrieta et al., 2014).

2.5.4 Cumarinas

Las cumarinas son una familia de benzopironas (1-2-benzopironas o 2H-1-benzopir-an-2-
onas) que estan ampliamente distribuidas en la naturaleza. Forman parte del sistema de
defensa de las plantas, ya que, se ha demostrado que poseen actividad bactericida,
fungicida y/o fungistatica, por otro lado, ciertos tipos de cumarinas tienen compuestos
bioactivos con propiedades farmacologicas; son capaces de coadyuvar en los tratamientos
de multiples enfermedades y padecimientos en humanos, ayudan en algunos tipos de
cancer, en la enfermedad de Alzheimer o el sindrome de la inmunodeficiencia adquirida
(SIDA) (Venancio et al., 2021). Adicional a sus propiedades biolégicas, tienen propiedades

fotoquimicas vy fotofisicas Unicas que les ha proporcionado una variedad de aplicaciones
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como agentes colorantes de laseres, sensores de iones metalicos fluorescentes y como

estructuras moleculares fluorescentes (Juarez-Guerra et al., 2016).

2.5.5 Alcaloides

Los alcaloides son una gran familia de méas de 15 000 metabolitos secundarios que cuentan
con caracteristicas comunes porque son solubles en agua, tienen un atomo de nitrégeno
en su molécula y exhiben actividad biol6gica. Estos se encuentran en el 20%
aproximadamente de las plantas vasculares, la mayoria dicotiledéneas herbaceas (Pérez-
Urria y Avalos, 2009).

Se han estructurado de acuerdo con su origen biogenético, teniendo asi una clasificaciéon

de cuatro, la cual se menciona a continuacion (Loyola-Vargas et al., 2004):

1) Alcaloides derivados de aminoacidos: ornitina/ arginina, lisina, histidina,
fenilalanina/tirosina, triptéfano, del &cido antranilico y el acido nicotinico.

2) Alcaloides purinicos.

3) Terpenos aminados.

4) Alcaloides policétidos.

En los humanos generan respuestas fisioldgicas y psicoldgicas que son la consecuencia de
su interaccion con los neurotransmisores. En dosis altas los alcaloides son téxicos, y en
dosis bajas tienen un valor terapéutico, siendo utilizados como relajantes musculares,

tranquilizantes, antitusivos o analgésicos (Pérez-Urria y Avalos, 2009).

2.5.6 Gluco6sidos cardiacos

Los glucésidos son metabolitos de gran importancia, su nombre hace referencia al enlace
glicosidico que se forma cuando una molécula de azlcar se condensa con una que tienen
un grupo hidroxilo. Existen tres grupos de glucésidos: las saponinas, los glicosidos

cardiacos y glicésidos cianogénicos.

Los glucésidos cardiacos o cardendlidos son semejantes a las saponinas esteroideas,
contando con la propiedad de que actian como detergentes, en su estructura contienen

una lactona (Pérez-Urria y Avalos, 2009).

19



Los frutos son el conjunto de nutrientes esenciales y micronutrientes, como minerales, fibras
y vitaminas, a su vez diversos metabolitos secundarios de naturaleza fendlica se
encuentran presentes en estos, atribuyéndoseles un efecto beneficioso para la captacion
de radicales libres causantes del estrés oxidativo; previenen enfermedades

cardiovasculares, circulares, cancerigenas, entre otras (Kuskoski et al., 2005).

2.6 Antioxidantes

En la actualidad, la funcién de los antioxidantes naturales ha recibido mucha atencion,
debido a esto las frutas y verduras juegan un papel importante en la dieta de los seres
humanos porque estos proporcionan proteccién contra el dafio celular causado por la
exposicion de los radicales libres, dichos alimentos pueden proporcionar una mezcla 6ptima
de antioxidantes como son la vitamina C y E, polifenoles, carotenoides y los carbohidratos
complejos (Montoya et al., 2022).

Los radicales libres son atomos o grupos de atomos que cuentan con un electron libre,
originando que estos sean muy reactivos, tienden a captar un electrén de moléculas
estables con el fin de alcanzar su estabilidad electroquimica. Las especies reactivas del
oxigeno (ERO) es el término que se aplica a las moléculas radicales y no radicales que son
agentes oxidantes y/o son facilmente convertidos a radicales (Avello y Suwalsky, 2006).
Las ERO se producen por mecanismos endégenos o por fuentes exdgenas. Los procesos
enddgenos que las generan son el metabolismo oxidativo, ejercicio excesivo, mediadores
inflamatorios como las prostaglandinas, las reacciones enzimaticas como la reaccién de
Fenton, por otro lado, las fuentes exbégenas incluyen la radiacion ultravioleta (UV), la

polucidn, los agentes fotosensibilizadores, los pesticidas y el cigarrillo (Mariaca et al., 2016).

Cuando el contenido intracelular de ERO sobrepasa las defensas antioxidantes de la célula,
se produce un estrés oxidativo, induciendo dafio a moléculas biolégicas como lipidos,
proteinas y acidos nucleicos; presentdndose estados patolégicos, los cuales alteran la
funcionalidad celular, contribuyendo o retroalimentando el desarrollo de enfermedades

neurodegenerativas y diversas patologias (Avello y Suwalsky, 2006).

Los antioxidantes son sustancias que reaccionan con los radicales libres para formar
compuestos estables no reactivos (Flores y Garcia, 2016), en los alimentos existen los
antioxidantes dietéticos; estos pueden prevenir los efectos adversos de las especies

reactivas sobre las funciones fisiol6gicas normales de los humanos (Coronado et al., 2015).
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Las células y los 6rganos del cuerpo tienen sistemas antioxidantes, los cuales pueden ser
enzimaticos, no enzimaticos o proteinas de union, actuando sinérgicamente para neutralizar
las diferentes ERO (Mariaca et al., 2016). Entre los antioxidantes endégenos que produce
el cuerpo como defensa natural se puede mencionar la catalasa y el superdxido dismutada
y dentro de los antioxidantes exdégenos se encuentra la vitamina C y E (Montoya et al.,
2022).

2.6.1 Evaluacion de la capacidad antioxidante

En la actualidad, diversos compuestos cromogenos (ABTS, DPPH, DMPD, DMPO y FRAD)
son utilizados para determinar la capacidad de los compuestos fenélicos que contienen los
frutos para captar los radicales libres, siendo estos los encargados de contrarrestar los
efectos perjudiciales de los procesos de oxidacion, que implican a las especies reactivas
del oxigeno (EROS) (Kuskoski et al., 2005).

La técnica que utiliza el radical libre 2-2-difenil-1-picrilhidrazilo conocido por sus siglas como
DPPH, ha recibido preeminente atencion, ya que este es susceptible a reaccionar con los
compuestos antioxidantes a través de la transferencia de un atomo de hidrégeno

proporcionado por el agente antioxidante.
La reaccioén (Fig. 6) descrita entre el DPPH y un antioxidante se puede representar de la
siguiente manera (Guija-Poma et al., 2015):
Figura 6
Reaccion entre el DPPH y un agente antioxidante.
[DPPH*] + [AOH] —— [DPPH-H] + [AO*]

Nota. Adaptado de “Evaluacion de la técnica 2,2-Difenil-I-Picrilhidrazilo (DPPH) para determinar capacidad
antioxidante” (p.58), por E. Guija-Poma et al., 2015, Horiz Med, 15(1).

El DPPH es un radical libre que puede obtenerse directamente sin una preparacion previa,
en comparaciéon con el ABTS que es generado tras una reaccion quimica, el DPPH solo
puede disolverse en medio organico presentando un pico de absorbancia a 515 nm
(Kuskoski et al., 2005).
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[ll. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Analizar el perfil fitoquimico y evaluar la actividad antioxidante del extracto de

Stenocereus stellatus (pitaya) para su uso alimentario.

3.2 Objetivos especificos

Estandarizar las condiciones de obtencién de las betalainas de Stenocereus

stellatus utilizando el método de extraccion sdlido-liquido.

Analizar las familias de metabolitos secundarios del extracto de Stenocereus

stellatus mediante pruebas fitoquimicas.

Determinar la capacidad antioxidante de las betalainas del extracto de Stenocereus

stellatus.
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IV. METODOLOGIA

4.1 Obtencion de la materia prima

Para la recoleccion de la materia prima se realiz6 la cosecha del fruto Stenocereus stellatus
proveniente de la region Mixteca, de la cual se tomaron en cuenta ciertos puntos de
seleccién para desechar aquellos que presentaban rasgos de descomposicion; los cuales

fueron:

a) Fruto sano sin manchas, cicatrices y heridas.
b) Similar tamafio y color.

c) Mismo grado de maduracion.

Una vez obtenidas las pitayas, se realizo la separacion manual de las espinas, cuidando de
no desprender el pericarpio del fruto para asi evitar la aceleracion de las reacciones de

descomposicion.

4.2 Obtencion de la pulpa

Se realiz6 el despulpado manual de la pitaya, cortando los frutos por la mitad con un
cuchillo, se extrajo el sarcocarpio del pericarpio con la ayuda de una espatula, la pulpa se

mezcld y homogeneizo; dicho procedimiento se realiz6 a temperatura ambiente.

Una vez obtenido el resultado esperado, la muestra se colocé en una bolsa y se llevo al

congelador para su conservacion.

4.3 Analisis bromatoldgico de la pitaya

Se clasific6 segun sus propiedades, las cuales son: humedad, cenizas, fibra, carbohidratos,
proteinay grasa. En cada uno de los andlisis realizados se emplearon las técnicas descritas

por las Normas Oficiales Mexicanas para alimentos.
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4.3.1 Humedad.

Siguiendo el método descrito por la Norma Mexicana NMX-F-83-1986 Alimentos-
Determinacion de humedad en productos alimenticios (NMX-F-83-1986, 1986), se
colocaron a peso constante 3 charolas de aluminio durante 24 horas a una temperatura de
100 °C en una estufa. Una vez pasado este tiempo, se transfirieron a un desecador durante
15 minutos donde se esperd a que se enfriaran, se registré el peso de la charola sin

muestra, para después agregarle de 1 a 2 g de la misma.

Posteriormente, se metieron por Ultima vez a la estufa en donde estuvieron por 24 horas a
100 °C.

Fue necesario realizar los célculos pertinentes descritos en la (NMX-F-83-1986, 1986) para
asi, obtener el porcentaje de humedad en la muestra de pitaya proveniente de la region

mixteca, utilizando la siguiente férmula:

(P—P)

% en humedad = 2
2

Ecuacién 1 Porcentaje de humedad (NMX-F-83-1986, 1986).

En donde:

P= Peso del recipiente con la muestra hUmeda, en gramos.
P1= Peso del recipiente con la muestra seca, en gramos.
P2= Peso de la muestra en gramos.

4.3.2 Cenizas

Empleando el método descrito por la Norma Mexicana NMX-F-066-S-1978 Determinacion
de cenizas en alimentos (NMX-F-066-S-1978, 1978), se procedié a enumerar 3 crisoles de
porcelana, para asi someterlos a peso constante durante 24 horas a una temperatura de
100 °C en la estufa. Una vez pasado este tiempo, se transfirieron los 3 crisoles a un

desecador, donde se esperé a que se enfriaran, y asi poder tomar su peso sin muestra.

Una vez tomado este peso, se le agregé de 2 a 5 g de muestra, para posteriormente

calcinarse en una patrrilla. Este proceso se llevo a cabo hasta que se observé una apariencia
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completamente negra en la muestra, y una vez pasado este tiempo se colocé en una mufla

en donde estuvo 1 hora a una temperatura de 400 °C.

Pasado este tiempo, se llevd al desecador donde se esperd que la muestra estuviera fria

para después ser pesadas.

La siguiente formula permite ejemplificar los calculos adecuados para obtener el porcentaje

de cenizas en la muestra de pitaya, apegandonos a la norma (NMX-F-066-S-1978, 1978).

(P —p)*100

% cenizas =
M

Ecuacion 2 Porcentaje de humedad (NMX-F-066-S-1978, 1978).

En donde:

P= Masa del crisol con las cenizas en gramos.

p= Masa del crisol vacio en gramos.

M= Masa de la muestra en gramos.

4.3.3 Fibra

El proceso para la obtencién de la fibra cruda se determind mediante la Norma Mexicana
NMX-F-90-S-1978 Determinacion de Fibra Cruda en Alimentos (NMX-F-090-S-1978, 1978)
ala cual, se le realizaron las adecuaciones necesarias, lo que posteriormente, serviria para

realizar un analisis por triplicado y asi obtener un resultado certero.

Para ello, se pesaron dos muestras de 0.1 a 0.2 gramos de pitaya, los cuales fueron
transferidas a dos crisoles previamente enumerados y asi poder colocarlos en orden en un
extractor de fibra. A dichos crisoles se les agregaron 250 mL de H,SO.a cada uno hasta
alcanzar su punto de ebullicibn en un lapso de 30 minutos, el cual, al concluir, se le

realizaron tres lavados con agua destilada hirviendo.

De nueva cuenta se calentd NaOH y se coloc6 250 mL a cada uno en el equipo hasta lograr
su ebullicién por 30 minutos, se repitieron los 5 lavados anteriores con agua caliente, al
concluir este paso se procede a retirar los crisoles del equipo con pinzas metalicas para
colocarlas en la estufa a una temperatura de 120 °C, por un lapso de 1 hora; después se

retiraron y se registraron los pesos de cada crisol. Enseguida, se colocaron en la mufla
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adecuandolo a una temperatura de 420 °C durante 1 hora, pasado este tiempo finalmente

se registraron los pesos correspondientes.

Los calculos ideales descritos en la Norma (NMX-F-090-S-1978, 1978) fueron de suma
utilidad para poder realizar las implementaciones que nos permitirian llevar a cabo el célculo
del porcentaje de fibra en la muestra de pitaya, lo cual, se representa con la siguiente

formula;

W, —Ws

% de fibra cruda = * 100

1
Ecuacion 3 Porcentaje de fibra cruda (NMX-F-090-S-1978, 1978).

En donde:

W= Peso de la muestra, en gramos.

W= Peso de la muestra seca, en gramos.
W= Peso de las cenizas, en gramos.

4.3.4 Carbohidratos

De acuerdo a la Norma NMX-F-312-1978 Determinacién de Reductores Directos y Totales
en Alimentos (NMX-F-312-1978, 1978), se determinaron los carbohidratos que fungen
como reductores totales de nuestra muestra de acuerdo al Método de Fehling, el cual, nos

indica cémo se realiza de manera adecuada este proceso.
Totales

En un matraz Erlenmeyer de 250 mL, se afiadié de 5 a 8 g de muestra y 100 mL de agua
destilada, la cual se agit6 hasta lograr la homogeneizacion de la solucion, a la cual se le
agregaron 5 mL de solucion saturada de acetato neutro de plomo para asi, agitarse y dejar

sedimentar.

Se realizo la filtracion de la muestra y a esta misma se le hicieron 3 lavados con 10 mL de

agua destilada.

Una vez realizados los lavados, se le afiadié 1 g de oxalato de sodio hasta lograr una total
precipitacion del oxalato de sodio, para asi, realizar una filtracion, la cual se complemento
con 3 lavados de 10 mL de agua destilada, la muestra fue recolectada en un matraz

volumétrico de 250 mililitros.
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A la muestra obtenida se le agregaron 5 mL de HCI que se colocé en una estufa a bafio
Maria hasta alcanzar una temperatura de 68 °C durante 15 minutos. Una vez enfriada la
solucién, se neutraliz6 con NaOH al 1 N logrando un pH entre 6.5-7.5 y se transfiri6 a un
matraz volumétrico de 250 mL, completando el volumen con agua destilada. El aforado se
coloco una bureta en la cual, la disolucion se recolectdé mililitro a mililitro en un matraz
Erlenmeyer que contenia una mezcla de 5 mL de la disolucién A, 5 mL de disolucion B y 50

ml de agua destilada con 10 gotas del indicador azul de metileno.
Posteriormente, se realizo la titulacion correspondiente.

Los calculos pertinentes descritos en la norma (NMX-F-312-1978, 1978), fueron de suma

utilidad para realizar el calculo del porcentaje de carbohidratos.

25000*T

% de azicares reductores directos = VP
*
Ecuacién 4 Porcentaje de azicares reductores directos (NMX-F-312-1978, 1978).

Donde:
T= Titulo de la disolucién A+B en gramos de azucar invertido, 0.0618.

V= Volumen de la disolucidon problema, empleando en la titulacion de 10 ml de la disolucion

A+B en mililitros.
P= Peso de la muestra, en gramos.

4.3.5 Proteina

Se determind el porcentaje de nitrégeno total por método de Kjeldahl con base en la Norma
Oficial Mexicana NMX-F-068-S-1980 Alimentos. Determinacion de Proteinas (NMX-F-068-
S-1980, 1980) y se colocaron de 0.1 a 0.2 g de muestra en papel encerado y se pesaron
1.5 gramos de mezcla digestora en un vidrio de reloj los cuales se depositaron en un matraz
Kjendahl para realizar la digestion de la muestra agregando 5 mL de H.SO, y asi poder

realizar el destilado.

En el digestor Kheldahl se agregaron 100 mL de agua, 10 mL de NaOH y 5 mililitros de
agua destilada al matraz Kheldahl mientras que en un vaso de precipitado se afiadieron 6
mililitros de Acido Bérico 4% y 10 gotas de Shiro Tashiro como indicador; y dicho destilado
se titul6 con HCl al 0.1 N.
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Para el célculo del porcentaje de proteinas en nuestra muestra de pitaya proveniente de la
mixteca, se hicieron los célculos pertinentes descritos en la norma (NMX-F-068-S-1980,
1980).

El Nitr6geno presente en la muestra, expresado en por ciento, se calcula mediante la

siguiente férmula:

V+N=+*0.014 100
m

% de nitrégeno =
Ecuacion 5 Porcentaje de nitrégeno (NMX-F-068-S-1980, 1980).
Donde:
V= Volumen de acido clorhidrico empleado en la titulacion en ml.
N= Normalidad del &cido clorhidrico.
m= Masa de la muestra en gramos.
0.014= Miliequivalente del nitrégeno.

El por ciento de proteinas se obtiene multiplicando el porcentaje de nitrdgeno obtenido por

el factor correspondiente.
% de proteinas = %N * F

Ecuacion 6 Porcentaje de proteinas (NMX-F-068-S-1980, 1980).

En donde:

F=6.25

4.3.6 Grasa

Se determind el porcentaje de grasa con base en la Norma Oficial Mexicana NMX-F-089-

S-1978. Determinacion de extracto etéreo (método soxhlet) en alimentos (NMX-F-089-S-
1978, 1978).

Se transfirieron 2 g de muestra finamente dividida en los dedales; se cubrieron con una

porcién de algodon.
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Se colocaron los cartuchos dentro del extractor Soxhlet. En la parte inferior se ajustaron los
vasos con perlas de ebullicién (llevados previamente a peso constante por calentamiento a
100 °C durante 24 horas).

Afadir éter de petrdleo a los vasos (alrededor de 80 mL a cada uno). Hacer circular el agua

por el refrigerante y efectuar la extraccién durante 1 hora aproximadamente.

Los célculos ideales descritos en la Norma (NMX-F-089-S-1978, 1978) fueron de suma
utilidad para poder realizar las implementaciones que nos permitirian llevar a cabo el célculo
del porcentaje de grasa en la muestra de pitaya, lo cual, se representa con la siguiente

féormula:

p*lOO

% de grasa =

Ecuacion 7 Porcentaje de grasa (NMX-F-089-S-1978, 1978).

Donde:

P= Masa en gramos del vaso con grasa.

p= Masa en gramos del vaso sin grasa.

m= Masa de la muestra en gramos.

4.4 Anélisis geoquimico de 32 elementos

Para el analisis geoquimico de 32 elementos se contd con una muestra de 10 g
aproximadamente de ceniza de pitaya (Stenocereus stellatus) que se mandé analizar al
departamento de Quimica Analitica del Servicio Geoldgico Mexicano, con el propésito de

conocer los elementos presentes.

4.5 Obtencion de los extractos
Para la extraccién del compuesto activo (betalainas) se realizé a partir de la técnica descrita
por (Garcia-Cruz et al., 2012).

Se realizaron 3 extracciones con tres solventes diferentes; de la pulpa de pitaya se tomo
una muestra de 10 g y se coloc6 en un matraz Erlenmeyer de 250 mL al que se le afiadieron

100 mL de metanol acuoso 80% (v/v), etanol acuoso 80% (v/v) y agua destilada;
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respectivamente a cada matraz, dichas extracciones se realizaron por triplicado para cada

solvente.

La mezcla se soénico por 10 min, previo a su agitacion por 20 min en un agitador a
temperatura ambiente y en oscuridad. Cada muestra se centrifugd a 2200 x g por 10 min.
El sobrenadante se guardd y el residuo se someti6 a una segunda extraccion con la
metodologia descrita. Los sobrenadantes se juntaron y se filtraron con papel Whatman
NUm. 42.

Los sobrenadantes que se concentraron a sequedad en un rotavapor, a 65 °C, fueron el

extracto metandlico y etandlico; al extracto acuoso no se le dio esa parte del tratamiento.

Las extracciones fueron almacenadas en viales color d&mbar bajo condiciones de

congelaciéon hasta su posterior analisis.

4.6 Cuantificacion de Betalainas en espectrofotémetro UV-Vis

El contenido de betacianinas y betaxantinas se cuantificé segun lo descrito por Castellanos-
Santiago y Yahia (2008) mediante la absorbancia de los extractos de betalainas a 538 y

483 nm en un espectrofotbmetro Perkin EImer Lambda UV/Vis.

Para la conversion de las unidades de absorbancia en unidades de concentracion se utilizod

la expresion:

5 (T9) - D)
g ©PDO

Ecuacion 8 Concentracion de betalainas (betacianinas, betaxantinas) (Castellano-Santiago y Yahia, 2008).

Donde:
B: Betacianinas o Betaxantinas.
A: Es la absorbancia a 538 nm para betacianinas y 483 nm para betaxantinas.

FD: Es el factor de dilucion al momento de leer en el espectrofotdbmetro.
PM: Es el peso molecular (Betanina= 550 ﬁ e Indicaxantina = 308 % ).

V: Es el volumen del extracto.

L e Indicaxantina= 48 000 L

e: El coeficiente de extincion molar (Betanina= 60 000
molcm molcm

).
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P: Peso.
L: Longitud de la celda (1cm).

4.7 ldentificacion de las familias de metabolitos secundarios por pruebas

fitoquimicas colorimétricas

Para la identificacion de las familias de metabolitos secundarios por pruebas fitoquimicas
colorimétricas se emplearon los métodos descritos por (Hernandez et al., 2019) y (Flores y
Garcia, 2016).

a) Flavonoides

Se tomaron 0.5 mL de extracto y se diluy6 en etanol hasta un volumen de 2 mL, enseguida

se afadieron 3 gotas de NaOH al 10%.
La prueba se considera positiva si presenta una coloracion amarilla.

b) Saponinas

Colocar 1 mL de extracto, mas 1 mL de H2O y agitar vigorosamente.

La prueba se considera positiva si hay presencia de espuma, la cual debe ser estable

durante 2 minutos.

c) Taninos

A 1 mL del extracto se le agregd 2 mL de H.O y 3 gotas de NaCl al 2%, se calent6 a
ebullicion durante 7 minutos y se dejo enfriar. Posteriormente se agregaron 3 gotas de

reactivo de cloruro férrico al 1%, y 3 gotas de ferrocianuro de potasio al 1%.

Un resultado positivo ésta dado por coloraciones azul-negro, indica la presencia de acido
galico, verde, indica la presencia de derivados Caterd; azul, da la presencia de compuesto

fenolicos.
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d) Cumarinas

Se colocaron 100 uL de extracto en un tubo y se le adicionaron 100 pL de NaOH al 10%.
La coloracion amarilla indico la presencia de cumarinas.

e) Alcaloides

A 2 mL del extracto se le agreg6 4 mL de HCI al 10%, posteriormente se llevo a ebullicion

por 2 minutos, y se dejé enfriar.
Se realizaron dos pruebas para la identificacion de alcaloides.

I.  Ensayo con reactivo Dragendorff.

Se colocé 1 mL de lo obtenido y se le agreg6 1 gota de reactivo Dragendorff.
La prueba se considera positiva en presencia de un precipitado naranja.

Il. Ensayo con reactivo Wagner.

Se colocé 1 mL de lo obtenido y se le agreg6 1 gota de reactivo Wagner.
La prueba se considera positiva en presencia de un precipitado café-naranja.

f) Glucosidos cardiacos

Se tomaron 50 uL de extracto, se afiadieron 200 pL de una solucién de acido acético glacial

con gotas de FeCls al 5%, posteriormente se agregaron 60 uL de H>SO..

La prueba fue positiva con la aparicion de un anillo marrén en la interface.
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4.8 Contenido total fendlico

La técnica utilizada para la cuantificacion del contenido total fendlico fue la descrita por
(Singlenton y Rossi, 1965) con modificaciones. En un tubo, se colocaron 1540 uL de
reactivo Folin-Ciocalteu, 310 uL de extracto o estandar y 1155 pL de solucién saturada de

carbonato de sodio.

Los tubos se encubaron a temperatura ambiente y en obscuridad durante 2 horas,

posteriormente se leyd en un espectrofotdmetro a una longitud de onda de 740 nm.

4.9 Contenido de flavonoides totales

Para determinar el contenido de flavonoides totales se siguié el método descrito por

(Ebrahimzadeh et al., 2008) para los extractos etandlico y metandlico.

A 0.5 mL de extracto o solucién estandar se le adicionaron 1.5 mL de etanol, 0.1 mL AICl3
al 10%, 0.1 mL de acetato de potasio 1 My 2.8 mL de agua. La mezcla en los tubos se dejo
reposar 30 minutos a temperatura ambiente y se leyeron en un espectrofotbmetro a 415

nm.

En cuanto a la determinacion de flavonoides en extracto acuoso se siguié el método descrito
por (Kim et al., 2003), a 2 mL de extracto o solucion estandar se le adicionaron 150 uL de
NaNO; al 5%, se dejo reposar por 6 minutos. Posteriormente, se agreg6 150 uL de AICI; al
10% y se dejo reposar por 5 minutos, una vez transcurrido ese tiempo se le adicioné 1 mL

de NaOH 1 My se agit6. Las muestras se leyeron en un espectrofotometro a 510 nm.

4.10 Evaluacién de lareduccion de Ferrocianuro

Para la reduccion de ferrocianuro de potasio se realiz6 con base en la técnica descrita por
(Siddhuraju y Becker, 2003). En un tubo se agregaron 150 pl de extracto o estandar, 1.1
mL de buffer Fosfato y 2.5 mL de ferrocianuro de potasio al 1%, se encub6 por 20 minutos
a 50 °C, pasado este tiempo se deja enfriar y se adicionan 2.5 mL de acido tricloroacético

al 10%, se centrifugd a 2800 rpm durante 10 minutos.

Se recuperan 2.5 mL del sobrenadante, se le adicionan 2.5 mL de H,O desionizada y 5 mL
de cloruro férrico al 0.1%, posteriormente se lee en un espectrofotobmetro a una longitud de
onda de 700 nm.
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4.11 Evaluacién de la actividad antioxidante total

La actividad antioxidante total de los extractos se determiné mediante el método de (Prieto
et al.,1999).

A 0.3 mL de los extractos se les afladieron 3 mL de solucion reactiva (6 M de acido sulfurico,
28 mM de fosfato de sodio y 4 mM de molibdato de amonio). La mezcla se incub6 a una
temperatura de 95 °C durante 90 minutos; las muestran se leyeron a una longitud de onda
de 695 nm.

4.12 Actividad de captacién de radicales libre DPPH

La capacidad antioxidante de las betalainas presentes en los extractos metandlico y
etandlico se determinaron utilizando una solucion de DPPH disuelta en los solventes
correspondientes, con el método reportado por (Brand-Williams et al., 1995), que utiliza el
radical estable 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH). Para llevar a cabo la reaccién se colocaron
100 pL de extracto o estandar y se le afiadieron 2.9 mL de la solucién de DPPH, los tubos
se encubaron en la oscuridad durante 30 minutos, pasado ese tiempo se midié la

absorbancia a 517 nm.
La inhibicién o reduccion del radical libre DPPH se midi6é en porcentaje (%DPPH) mediante
la ecuacion:

AO - Ae
%DPPH = A—* 100
0

Ecuacion 9 Porcentaje de inhibicion (Brand-Williams et al., 1995).

Donde Ao es la absorbancia del DPPH al tiempo cero y Ac es la absorbancia de la muestra
pasado los 30 minutos.

34



4.13 Encapsulacion del extracto de pitaya

Se evalu¢ el alginato de sodio como material encapsulante del extracto de pitaya, aplicando

la técnica de gelificacion idnica del alginato de sodio y calcio.

Se siguio la técnica reportada por (Muchiutti et al., 2019) donde el agente de encapsulacién

utilizado fue alginato de sodio 2 % (p/v).

Se realiz6 una mezcla homogénea entre el alginato de sodio y el extracto de pitaya. La
gelificacién iénica de alginato de sodio y cloruro de calcio se realizé por el método de goteo
por gravedad, la solucion de alginato se dej6 caer en un vaso de precipitado con 50 mL de
solucién de cloruro de calcio (0.05 M), dicha solucion estuvo en agitacion magnética. Las
capsulas se mantuvieron en la solucion de cloruro de calcio, con el propésito de fortalecer

la pared de la cdpsula, posteriormente se filtraron y se secaron con una toalla de papel.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Composicién quimica de Stenocereus stellatus (pitaya)

Una vez realizados todos los procesos necesarios para conocer el porcentaje de cada
parametro que conforma la composicién quimica de Stenocereus stellatus se procedio a
elaborar la tabla 2, donde se separan por filas los resultados que arrojaron los analisis

realizados.

Tabla 2

Composicién quimica de Stenocereus stellatus (pitaya).

Anélisis %
Humedad 90.07 £ 0.34
Cenizas 0.68 + 0.06
Proteinas 2.46 £ 0.05
Carbohidratos 5.38 £ 0.03
Fibra 1.33+0.17
Grasa 0.34£0.03
Total 100

La Tabla. 2 nos permite observar que, contiene alrededor del 90.07 % de agua, siendo esta
una fuente ideal de hidratacién para el organismo, ademas de tener 2.46 % de proteina
cruda. Asi mismo, esta tiene un bajo valor calérico al contar con un rango de 5.38 % de

hidratos de carbono.

Arriaga-Ruiz et al. (2015) describioé que en pitaya silvestre (Stenocereus queretaroensis) el
contenido de carbohidratos se encuentra entre 2.4% a 5.8%. El valor de humedad reportado
en la pitaya (Stenocereus pruinosus) fue de 87.64 + 0.95 (Balderas et al., 2016). Valores

gue en contraste con los encontrados para S. stellatus estan dentro de los parametros.
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5.2  Andlisis quimico de 32 elementos

De los resultados obtenidos por parte del Servicio Geoldgico Mexicano se cuenta con la
siguiente Figura. 7, se presenta el LD del método como a su vez los mg/kg existentes de

cada elemento.

El informe OT21423/2022 que certifica la validez de los resultados se presenta en el Anexo

1.

Figura 7
Andlisis geoquimico de 32 elementos.

Método(s) de Medicién 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30
LD del método 027 686 | 048 | 043 | 034 | 027 | 063 | 025 6,02 024 | 043 | 032

Elemento/Compuesto | Ag Al Sb As Ba Be Bi cd Ca Co Cu Cr
Unidades mg/kg | mg/kg  mg/kg | mg/kg | mg/kg /mg/kg  mg/kg |/ mg/kg | mg/kg |mg/kg |mg/kg mg/kg

Conlab. | ldent.Campo

387795 PITAYA 2,30 |907,75| <048 | <043 | 20,45 | <0,27 | <063 | <0,25 | 942250 | 555 104,59 4,76

387796 | PITAYA-DPL | 245 |944,75| <0,48 | <043 | 20,30 | <0,27 | <063 | <0,25 | 945250 | 560 |103,76| 514

Métodol(s) de Mediciéi 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30
LD del método 031 | 023 | 031 | 437 1,99 00004 2,09 | 026 041 | 036 | 0,004 | 087
Elemento/Compuesto | Sc Sn Sr Fe P Mg Mn Mo Ni Pb *K Se

Unidades mg/kg |/ mg/kg mg/kg mg/kg| mg/kg % |mg/kg \mg/kg mg/kg mg/kg, % |mglkg
Conlab. | ldent.Campo
387795 PITAYA <031 | 0,88 | 5443 |50939| 3514161 | 3,79 |384,50 348 | 898 | 11,65 |=20,00 | <0,87
387796 | PITAYA-DPL | <031 | 0,90 | 54,38 |52390 3518991 | 3,77 | 38575 353 | 9,18 | 11,83 |>20,00 | <0,87

Métodols) de Medicion 30 30 30 30 30 30 30 30
LD del método 10,85 0,35 0,49 0,37 0,59 6,46 032 0,59
Elemento/Compuesto Na TI Te Ti w U v In
Unidades mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg | mg/kg | mg/kg mg/kg mg/kg
Conlab. Ident.Campo
387795 PITAYA 2377,00 <0,35 <049 10,90 <0,59 <646 <0,32 277,33
387796 PITAYA-DPL 2417,25 <0,35 <0,49 10,55 <0,59 <B6,46 <0,32 279,58

El andlisis arrojo la presencia de una mayor concentracion de Potasio (K) la cual no esta
dada con exactitud, debido a que la muestra no fue disuelta en su totalidad con la
metodologia aplicada, presentando un insoluble negro; es por esto que el Servicio
Geoldgico Mexicano sugiere una fusién para obtener la concentracién exacta de este
elemento. De los elementos que destacan su presencia, dandole un valor nutricional
importante, se encuentra el calcio (Ca), hierro (Fe) y fésforo (P); de igual modo, se presenta
un alto contenido en sodio (Na). El calcio es un micronutriente del grupo de los minerales,

que siempre debe formar parte de nuestra dieta diaria, tiene funciones esenciales en el
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organismo, la mineralizacion de huesos y dientes, y la regularizacién de las funciones
celulares en los tejidos corporales (Martinez de Victoria, 2016). El hierro es esencial para
la vida debido a que participa en mdaltiples funciones enzimaticas, en el transporte de
oxigeno, metabolismo energético y sintesis del ADN, a pesar de la importancia de este, el
exceso se relaciona con morbilidad y mortalidad (Sermini et al., 2017). El sodio, en conjunto
con el potasio, juegan un papel importante en el metabolismo celular, estos controlan la
acidez o alcalinidad del cuerpo, transportan sustancias que se dirigen a través de todo el
cuerpo, son los principales en el mecanismo que hace vivir cada célula del cuerpo humano
(Elcinto, 2000).

Flores (2003) hace la comparacion de dos especies diferentes de pitahayas del género
Hylocereus donde reporta que son ricas en calcio, fésforo, potasio y vitamina C; no
obstante, son deficientes en hierro y vitamina A, ambas presentan un alto contenido de

sodio y potasio.

5.3 Extractos de pitaya (Stenocereus stellatus)

Los extractos fueron obtenidos a partir de una destilacion, de volumen inicial 200 mL de
muestra y solvente, los cuales fueron llevados a evaporacion rotativa para su concentracion
a una temperatura de 65 °C durante dos horas aproximadamente, para los solventes
metanol y etanol; el extracto acuoso no se concentré debido a las condiciones que se

presentaron para la eliminacién del solvente empleado.

5.3.1 Extracto etandlico

El extracto reducido presentd una consistencia fluida con una tonalidad roja. Obteniendo
los diferentes volimenes recuperados de las tres extracciones, los cuales se presentan a

continuacién (Tabla 3):
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Tabla 3

Extraccion Etandlica.

) Peso de la _
N° de extraccion Solvente Volumen final (mL)
muestra (g)
1 10.0873 25
10.3640 Etanol 80% v/v 10
3 10.3509 26

5.3.2 Extracto metanélico

El extracto reducido present6 una consistencia fluida con una tonalidad roja intenso.
Obteniendo los diferentes volumenes recuperados de las tres extracciones, fueron los

siguientes (Tabla 4):

Tabla 4
Extraccion Metandlica.
. Peso de la _
N° de extraccion Solvente Volumen final (mL)
muestra (g)

1 10.9519 11

11.1364 Metanol 80% v/v 25

3 10.3973 20

5.3.3 Extracto acuoso

El extracto obtenido de consistencia fluida con una tonalidad rosa, presenté diferentes

voliumenes recuperados, los cuales se muestran a continuacion (Tabla 5):
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Tabla b

Extraccion Acuosa.

) Peso de la _
N° de extraccion Solvente Volumen final (mL)
muestra (g)
1 10.8258 200
10.4588 Agua destilada 182
3 11.1844 187

El volumen de los extractos obtenidos a partir de los tres solventes empleados tuvo
variaciones que pudieron deberse a la presién de vacio que ejercié el equipo para la
obtencidn de estos, el tiempo de extraccion rotativa y la temperatura a la cual se encontraba

el equipo.

5.4  Cuantificaciéon de betalainas (betacianinas y betaxantinas)

El contenido de betalainas totales (betacianinas + betaxantinas) en el extracto metandlico
fue mayor que en el extracto etandlico (Tabla 6). Las betacianinas se asocian con las
coloraciones rojo-violeta mientras que las betaxantinas con coloraciones amarillas,
observando en los diferentes extractos obtenidos la proporcion de betacianinas y

betaxantinas acorde con el color del extracto.

Los valores de betalainas presentes en pitaya (Stenocereus stellatus) son superiores a los
reportados por Castellanos-Santiago & Yahia (2008) para diferentes variedades de
especies del género Opuntia, entre de ellas la mas destacable fue Camuesa con 8.15 mg/g
de betalainas en pulpa fresca, y a los de pitahaya Hylocereus polyrhizus reportados por Wu
et al. (2006) de 10.3 + 0.22 mg/ 100 g de betalainas en pulpa fresca.
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Tabla 6

Contenido (en mg/100 g de muestra) de betacianinas (BC), betaxantinas (BX) y betalainas
totales (BT) de pitaya en tres solventes.

BC BX BT
Extracto etandlico
14.0502 6.5202 20.5703
Extracto metandlico
24.1922 20.8719 45.0641
Extracto acuoso
20.2615 15.9211 36.1826
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55 Identificacién de metabolitos secundarios en los diferentes extractos

Una vez realizadas las pruebas fitoquimicas colorimétricas se obtuvo la Tabla 7. Las
imagenes que muestran la presencia o ausencia de los metabolitos secundarios se
encuentran en el Anexo 2.

Tabla 7

Familias de metabolitos secundarios presentes en los extractos de pitaya.

_ Extractos
Metabolito o o
Etandlico Metandlico Acuoso
Flavonoides + + +
Saponinas - - +
Taninos 1+, 2-, 3+ 1+, 2-, 3+ 1+, 2-, 3+
Cumarinas + + +
Alcaloides -W, -D -W, -D -W, -D
Glucésidos
Cardiacos

Nota: Positivo (+), Negativo (-), Acido galico (1), Derivados carterd (2), R. Wagner (W) y R.
Dragendorff (3).

De acuerdo a los resultados obtenidos, se puede observar la presencia de metabolitos
secundarios como lo son flavonoides, taninos y cumarinas en los 3 diferentes extractos, en
relacion con los demas metabolitos algunos resultaron negativos, como alcaloides y
glucésidos cardiacos para los extractos metandlico y etandlico; en cuanto a saponinas

encontramos la presencia de este solo para el extracto acuoso.

Un estudio basado en el andlisis fitoquimico del extracto hidroalcohdlico del fruto de

pitahaya roja (Hylocereus undatus) identificé cualitativamente la presencia de fenoles,
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alcaloides, quinonas y glucésidos (Arévalo, 2020). Para el screening fitoquimico realizado
a los extractos acuoso, acetonico y etandlico de pitahaya H. undatus reporto la presencia
de saponinas, flavonoides, glucdsidos cardiacos, terpenoides, cumarinas, fenoles, taninos
y alcaloides (Flores y Garcia, 2016), encontrando resultados parecidos en cuento a la

presencia de metabolitos secundarios existentes en el extracto acuoso y etanalico.

5.6 Determinacion de polifenoles totales por el método Folin-Ciocalteu

Se determind el contenido fendlico total de los tres extractos (etandlico, metandlico y
acuoso) (Tabla 8), empleando el método de Folin-Ciocalteu, y se calcul6 su concentracion
fendlica a partir de las ecuaciones obtenidas de la curva de calibracion de acido gélico
(Anexo 3).

Tabla 8

Contenido fendlico total de los extractos de pitaya.

Extracto mg EAG/100 g muestra

Etandlico 11.9136 + 0.65
Metandlico 21.2302 £ 0.83

Acuoso 3.5822 + 0.28

A partir de los resultados, se observa una mayor concentracion en cuanto al contenido
fendlico total para el extracto metandlico (21.2302 + 0.83 mg EAG/100 g muestra),

contrastando con el de menor contenido acuso (3.5822 + 0.28 mg EAG/100 g muestra).

El contenido fendlico total presente en extracto acuoso en comparacion con el reportado
por Abd et al. (2019) para jugo de pitahaya (Hylocereus polyrhizus) fue bajo, este indico un
valor de 32.9 + 0.92 mg EAG/ 100 mL de jugo de fruta. En extracto acetonico de pitahaya
roja (Hylocereus polyrhizus) se han reportado valores de 4.55 + 0.03 mg EAG/ 100 g de
pulpa, este mismo estudio revela que existe una concentracion 6 veces mayor de
polifenoles totales en la cdscara (25.4 + 2.10 mg EAG/ 100 g) (Wu et al., 2006).
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5.7 Determinacién del contenido de flavonoides totales

Con el proposito de obtener mayor informacion acerca de la naturaleza de las sustancias
fendlicas presentes en los extractos de pitaya (Stenocereus stellatus), se cuantificé el
contenido de flavonoides totales.

Utilizando la curva de calibracion y las absorbancias respectivas de cada extracto, se
determind el contenido de flavonoides. Las curvas de calibracibn de quercetina para la

determinacion de flavonoides totales se encuentran en el Anexo 4.

Tabla 9

Flavonoides totales presentes en los extractos de pitaya.

Extracto mg EQ/100 g muestra

Etandlico 47.2593 + 0.95
Metandlico 15.5832 + 0.93

Acuoso 49.0634 = 0.49

Se observa en la (Tabla 9) que la concentracion de flavonoides varia dependiendo del
extracto; podemos encontrar concentraciones parecidas entre los extractos etandlico y
acuoso, siendo 47.2593 £+ 0.95 mg EQ/100 g muestra y 49.0634 + 0.49 mg EQ/100 g

muestra, respectivamente.

La concentracion de flavonoides para el extracto acuoso fue mayor en comparacion al
reportado por Abd et al. (2019) contando con un valor de 2.26 mg EQ/ 100 mL de jugo. En
otro andlisis realizado al extracto acetdnico de pitahaya roja (H. polyrhizus) mostro
resultados de 7.21 + 0.02 y 8.33 £ 0.11 mg EQ/ 100 g de pulpay céscara, respectivamente
(Wu et al., 2006).

Los flavonoides son un subconjunto de compuestos fendlicos; sin embargo, el alto
contenido de flavonoides no conduce a un alto contenido fendlico total (Nurul et al., 2014),

pudiéndose observar en esta investigacion.

5.8 Evaluacion de lareduccion de Ferrocianuro de Potasio

Se determiné la concentracion en el medio de reaccion de los tres extractos (etandlico,

metandlico y acuoso), empleando el método de reduccién del ion ferroso, dicha
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concentracion fue calculada a partir de las ecuaciones obtenidas de la curva de calibracion

de acido ascorbico (Anexo 5).

El método de reduccion férrica se basa en la capacidad de los polifenoles para reducir Fe*?
a Fe*?, formando un complejo azul leido a una absorbancia de 700 nm (Guevara et al.,
2022).

Tabla 10

Reduccién de Ferrocianuro de Potasio en los extractos de pitaya.

Extracto mg EAA/100 g muestra

Etandlico 15.1088 + 0.57
Metandlico 14.3467 £ 0.54

Acuoso 19.3359 + 0.44

En la (Tabla 10), se observa que el extracto acuoso destaca su capacidad para reducir el
ion ferroso en contraste con el extracto metandlico, que tiene menor capacidad para
captarlo. Tamby et al. (2012) realizo el andlisis a jugo de pitaya y reporté un valor de 9.7
mg EC/100 g muestra, en comparacion a los mg EAA/ 100 g muestra para pitaya

(Stenocereus stellatus) es relativamente bajo.

5.9 Evaluaciéon de la actividad antioxidante

Se determind la evaluacion de la actividad antioxidante total de los tres extractos (etandlico,
metandlico y acuoso), mediante el ensayo que se basa en el hecho de que el molibdeno
(V1) se reduce a molibdeno (V) en presencia de un agente reductor (antioxidante), formando
un complejo verde de fosfomolibdato (V), evaluandose espectrofotométricamente a 765 nm
(Ahmed et al., 2015).

Las curvas de calibracion de acido ascorbico para la evaluacion de la actividad antioxidante

total se encuentran en el Anexo 6.
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Tabla 11

Evaluacién de la actividad antioxidante total de los extractos de pitaya.

Extracto mg EAA/100 g muestra

Etandlico 39.6015 £ 0.17
Metandlico 47.6483 + 0.09

Acuoso 219581 £0.71

De acuerdo con la (Tabla 11) podemos observar que los extractos etanélico y metandlico
destacan su capacidad de reduccion de Mo (VI), con 39.6015 + 0.17 mg EAA/ 100 g
muestra, y 47.6483 + 0.09 mg EAA/ 100 g muestra, respectivamente. En la literatura se
encuentra reportado que para jugo de pitahaya roja (H. polyrhizus) existe una capacidad de
reducciéon de 28.94 + 0.83 mg EAA/ 100 mL (Abd et al., 2019).

En otro estudio realizado a pitahayas (Hylocereus undatus.) se reportaron valores de 0.32
+0.02 mg EAA/ g de pulpa, mientras que para (Hylocereus polyrhizus) 0.30 £ 0.01 mg EAA/
g de pulpa (Chen et al., 2021), siendo estos valores muy parecidos en este estudio

realizado.

5.10 Captacién de radicales libres DPPH

Los resultados de la actividad antioxidante de los extractos etanélico y metandlico del fruto

de pitaya, junto con la solucion patrén de acido ascérbico puro se describen a continuacion.

5.10.1 Determinacién de la capacidad antioxidante de la Solucion Patrén

En las Tablas. 12,13 se muestra la actividad antioxidante de la solucion patron de acido
ascorbico puro en los solventes etanol y metanol, el porcentaje de inhibicién del radical
DPPH empieza desde concentraciones bajas y asciende segun aumenta la concentracion
de la solucion patrén. En las figuras 8, 9 se muestra como el porcentaje de inhibicién es

lineal.
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Tabla 12

Actividad antirradical del &cido ascérbico puro en etanol.

ML de extracto Concentracion (uUM/mL) % Inhibicién

0 0 2.17
100 0.189 11.19
200 0.379 23.25
400 0.757 28.61
600 1.136 41.17
800 1.514 51.33
1000 1.893 69.64

Figura 8

Capacidad antioxidante del acido ascorbico puro en etanol.

~N
o O

y = 32.776x + 5.0082

o

N W B OO O
o O O O

Inhibicién DPPH (%)

10

0.000 0.500 1.000 1.500 2.000
UM acido ascorbico/mL

A medida que aumenta la concentracion del &cido ascérbico asciende el porcentaje de
inhibicion del radical DPPH, esto significa que la actividad antioxidante de la solucién patron
es lineal en el extracto etandlico, encontrando que en una concentracion de 1.893 uM
reduce 69.96% del radical DPPH.

47



Tabla 13

Actividad antirradical del acido ascorbico puro en metanol.

UL de extracto Concentraciéon (uM/mL) % Inhibicién

0 0 6.08
100 0.189 12.16
200 0.379 30.13
400 0.757 35.63
600 1.136 53.94
800 1.514 59.21
1000 1.893 69.42

Figura 9

Capacidad antioxidante del acido ascorbico puro en metanol.
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Para el extracto metandlico se requiere una concentraciéon de 1.136 uM para lograr una
reduccion de 69.42%.

5.10.2 Determinacién de la capacidad antioxidante de los extractos (etandlico

y metandlico)
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A medida que aumenta la concentracion de betalainas en los extractos de pitaya, el
porcentaje de DPPH reducido se incrementa, en la siguiente Tabla. 14 se muestra el
porcentaje de inhibicion que tuvieron los dos extractos (etandlico y metandlico),

concentrado y en un factor de dilucion 1:10.

Tabla 14
Inhibicién del radical DPPH de los extractos de pitaya.
Etandlico Metandlico
Porcentaje _ . .
Porcentaje de Porcentaje Porcentaje de
de uM L uM L uM L MM
o inhibicion en de inhibicion inhibicion en
inhibicion EAA/ EAA/ o EAA/ EAA/
o extracto en dilucion extracto
en dilucion mL mL mL mL
concentrado 1:10 concentrado
1:10
138+ 0.75 20.466 * 7.83
9.55 29.55 16.59 80.24
0.184 0.013 1.040 0.106

En el extracto metandlico concentrado de pitaya (Stenocereus stellatus) es necesaria una
concentracion de 7.83 £ 0.106 uM EAA para reducir 80.24% del radical DPPH, en tanto que
en el extracto etandlico concentrado se requiere una concentracion de 0.75 + 0.013 uM
EAA para lograr una reduccién de 29.55%. Estos resultados sefalan que los metabolitos

presentes y en la concentracion que se encuentran son diferentes.

El valor obtenido de porcentaje de DPPH reducido para el extracto metandlico concentrado
se encuentra por arriba de lo reportado por Garcia-Cruz et al. (2012) para dos variedades
de pitaya: roja y naranja de la especie griseus, los cuales fueron de 76% y 67%

respectivamente. A su vez, en el andlisis realizado a la pitahaya (Hylocereus undatus) de

49



la captacion de radicales DPPH para el extracto etandlico se reportdé una inhibicion del
54.89%, teniendo un porcentaje de inhbicion mas alto que la reportada en el presente
trabajo de 29.55% (Flores y Garcia, 2016).
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VI.  CONCLUSIONES

En el estudio de su composicion se determiné que alrededor del 90.07% es agua,
siendo esta una fuente ideal de hidratacion para el organismo, el contenido de proteina
cruda es 2.46 % ademas de su bajo valor calérico al contar con un rango de 5.38 % de
hidratos de carbono. De los elementos que destacan su presencia, confiriéndole un valor
importante se encontro al calcio (Ca) micronutriente esencial en la mineralizacién de huesos
y dientes; hierro (Fe) participe de las funciones enziméticas del organismo; el sodio (Na) en
conjunto con el potasio (K) son importantes en el metabolismo celular, son los encargados

de controlar la acidez o alcalinidad del cuerpo.

En el perfil fitoquimico, se observo la presencia de compuestos como lo son
flavonoides, taninos y cumarinas en los tres diferentes extractos; en tanto que el extracto

acuoso se evidencio la presencia de saponinas.

El contenido de betalainas es diferente en los tres extractos, dado que estas se
encontraron en mayor proporcion que los fenoles, se considera como los compuestos que

mas contribuyen a la actividad antioxidante observada.

Por medio del método DPPH se determiné la capacidad antioxidante de cada
extracto, presentando una mayor actividad antioxidante el extracto metanélico con un
80.24% de inhibicion del radical libre DPPH, mientras que el extracto etanélico obtuvo un
29.55% de inhibicion del radical libre DPPH.

Se comprobd la presencia de metabolitos secundarios y en consecuencia de estos

la actividad antioxidante que le confieren.
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ANEXOS
Anexo 1 Informe de resultados OT21423/2022
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SECRETARIA DE ECONOMIA

Informe de resultados OT21423/2022

Quimica Analitica

CLIENTE: C. ANGELES REGINA GARCIA GUTIERREZ

DIRECCION: CALLE 7 NORTE 125, CUAUHTEMOC, OAXACA DE JUAREZ, OAXACA
ATENCION: C.ANGELES REGINA GARCIA GUTIERREZ

PROYECTO: S/R

FECHA DE ENTRADA: 2022-10-21

LAPSO DE EJECUCION: 2022-10-21 a 2022-10-26

FECHA Y LUGAR DE EMISION: 2022-10-26, Oaxaca, Oaxaca
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Anexo 2 Identificacion de las familias de metabolitos secundarios por pruebas

fitoquimicas colorimétricas

Resultados obtenidos de la caracterizacion de los tres extractos (etandlico, metandlico y

acuoso).

Figura 10 Presencia

de flavonoides en Figura 11 Presencia
extracto etandlico. de flavonoides en Figura 12 Presencia
extracto de flavonoides de

metandlico. extracto acuoso.

Figura 13 Presencia
de cumarinas en
extracto
metandlico.

Figura 14 Presencia
de cumarinas en
extracto etandlico.
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Figura 16 Taninos: dcido
gdlico en extracto etandlico.

Figura 15 Presencia
de cumarinas en
extracto acuoso.

Figura 17 Taninos: Figura 18 Taninos: dcido gdlico
compuestos fendlicos en en extracto metandlico.
extracto etandlico.

Figura 19 Taninos: compuestos
fendlicos en extracto
metandlico.
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Figura 20 Taninos: dcido

2 Figura 21 Taninos:
gdlico en extracto acuoso.

compuestos fendlicos en
extracto acuoso.

Figura 22 Presencia de
saponinas en extracto acuoso.
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Figura 23 Ausencia de
Alcaloides en extracto
metandlico.

Figura 24 Ausencia de
Alcaloides en extracto
acuoso.

Figura 25 Ausencia de
Alcaloides en extracto
etandlico.
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Anexo 3 Determinacion del contenido fendlico total por el método Folin-Ciocalteu.

Se calcul6 la concentracién fendlica a partir de la ecuacidon obtenida de las curvas de

calibraciones respectivas para cada extracto.

Para el extracto etandlico la ecuacién obtenida de la curva de calibracion de acido gélico: y

=0.0074x + 0.1781, la cual present6 una correlacion lineal, con R? = 0.988 como se observa

en la Fig. 28.

Figura 28

Curva de calibracion de acido galico para la determinacion del contenido
polifendlico total por el método Folin-Ciocalteu para extracto etandlico.

0 50 100 150 200
Mg de acido gdlico/ mL
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Para el extracto metandlico la ecuacion obtenida de la curva de calibracion de acido galico:
y=0.01x + 0.1758, la cual present6 una correlacion lineal, con R2=0.9796 como se observa

en la Fig. 29.

Figura 29

Curva de calibracién de &cido galico para la determinacién del contenido
polifendlico total por el método Folin-Ciocalteu para extracto metandlico.

2.5

Abs

0 50 100 150 200
pg de &cido gélico/ mL
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Para el extracto acuoso la ecuacion obtenida de la curva de calibracién de acido gélico: y =
0.0111x + 0.164, la cual presenté una correlacion lineal, con R? = 0.9761 como se observa

en la Fig. 30.

Figura 30

Curva de calibracion de acido galico para la determinacion del contenido
polifendlico total por el método Folin-Ciocalteu para extracto acuoso.

0 50 100 150 200
Mg de acido galico/ mL
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Anexo 4 Determinaciéon de flavonoides totales.

Se calculé la concentracion de flavonoides totales a partir de la ecuacion obtenida de las

curvas de calibraciones respectivas para cada extracto.

Para el extracto etandlico la ecuacién obtenida de la curva de calibracion de quercetina: y
=0.0023x + 0.5106, la cual present6 una correlacion lineal, con R? =0.991 como se observa

en la Fig. 31.

Figura 31

Curva de calibracién de quercetina para la determinacién del contenido de
flavonoides totales en extracto etandlico.

1.2

1.0

0 50 100 150 200
Mg de quercetina/ mL
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Para el extracto metandlico la ecuacion obtenida de la curva de calibracion de quercetina:
y = 0.0012x + 0.2957, la cual present6é una correlacion lineal, con R? = 0.9825 como se

observa en la Fig. 32.

Figura 32

Curva de calibracién de quercetina para la determinacion del contenido de
flavonoides totales en extracto metandlico.

0.6

0.5

0.4

0 50 100 150 200
pg de quercetina/ mL
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Para el extracto acuoso la ecuacion obtenida de la curva de calibracion de quercetina: y =
0.0011x + 0.17186, la cual present6 una correlacion lineal, con R? = 0.9836 como se observa

en la Fig. 33.

Figura 33

Curva de calibracién de quercetina para la determinacién del contenido de
flavonoides totales en extracto acuoso.
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Anexo 5 Reduccidn de Ferrocianuro de Potasio.

Se calcul6 la concentracién de reduccion del ion ferroso a partir de la ecuacion obtenida de

las curvas de calibraciones respectivas para cada extracto.

Para el extracto etandlico la ecuacion obtenida de la curva de calibracion de acido
ascorbico: y = 0.0009x + 0.3348, la cual presenté una correlacion lineal, con R? = 0.9928

como se observa en la Fig. 34.

Figura 34

Curva de calibracién de acido ascoérbico para la reduccion de ferrocianuro de
potasio en extracto etandlico.

0.5

0 50 100 150 200
pg de &cido ascorbico/ mL
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Para el extracto metandlico la ecuacidon obtenida de la curva de calibracion de acido
ascorbico: y = 0.0009x + 0.387, la cual presentd una correlacion lineal, con R? = 0.9926

como se observa en la Fig. 35.

Figura 35

Curva de calibracién de acido ascorbico para la reduccion de ferrocianuro de
potasio en extracto metandlico.
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Para el extracto acuoso la ecuacion obtenida de la curva de calibracién de acido ascorbico:
y = 0.0027x + 1.2311, la cual present6é una correlaciéon lineal, con R? = 0.9855 como se

observa en la Fig. 36.

Figura 36

Curva de calibracién de acido ascoérbico para la reduccion de ferrocianuro de
potasio en extracto acuoso.
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Anexo 6 Determinacion de la actividad antioxidante total.

Se determino la actividad antioxidante total a partir de la ecuacion obtenida de las curvas

de calibraciones correspondientes para cada extracto.

Para el extracto etandlico la ecuacion obtenida de la curva de calibracion de acido
ascorbico: y = 0.0062x + 0.0739, la cual presenté una correlacion lineal, con R? = 0.9924

como se observa en la Fig. 37.

Figura 37

Curva de calibracién de acido ascorbico para la determinacion de la actividad
antioxidante total del extracto etandlico.

1.6

0 50 100 150 200
pg de acido ascoérbico/ mL
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Para el extracto metandlico la ecuacidon obtenida de la curva de calibracion de acido
ascorbico: y = 0.0041x + 0.0564, la cual presenté una correlacion lineal, con R? = 0.9862

como se observa en la Fig. 38.

Figura 38

Curva de calibracion de acido ascorbico para la determinacién de la actividad
antioxidante total del extracto metandlico.

Abs

0 50 100 150 200
pg de &cido ascorbico/ mL

74



Para el extracto metanodlico la ecuacion obtenida de la curva de calibracion de acido
ascorbico: y = 0.004x + 0.0332, la cual presentd una correlacion lineal, con R? = 0.9925

como se observa en la Fig. 39.

Figura 39

Curva de calibracion de acido ascorbico para la determinacién de la actividad
antioxidante total del extracto acuoso.
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Anexo 7 Inhibicién del radical libre DPPH

En este apartado se muestran las fotos que nos muestran la colorimetria de la inhibicién
del radical DPPH.

Figura 40 Inhibicion
Figura 39 Inhibicion del radical DPPH en extracto etandlico. del radical DPPH en
extracto etandlico de
pitaya. Extracto
concentrado (C),
extracto diluido (D).

Figura 42 Inhibicion del radical DPPH en extracto metandlico. Figura 41 Inhibicién del
radical DPPH en extracto

metandlico de pitaya.

Extracto concentrado
(C), extracto diluido (D).
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REVISTA TECNOLOGICA CEA N° 20 TECNOLOGICO NACIONAL DE MEXICO EN ROQUE C:?

EVALUACION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE DEL EXTRACTO DE PITAYA ROJA
DE LA MIXTECA DE OAXACA, MEXICO

Angeles Regina Garcia Gutiérrez!, Fernando Pérez Mendoza?, Carlos Francisco Varapizuela Sanchez'*, Marco

Antonio Sanchez Medina’

'Departamento de Ingenieria Quimica y Bioquimica, Tecnoldgico Nacional de México/Instituto Tecnologico de
Oaxaca, Av. Ing. Victor Bravo Ahuja No. 125 Esq. Calzada Tecnolégico, Oaxaca de Juarez, Oaxaca, C.P.
68030, México.
2Departamento de Ciencias Basicas, Tecnoldgico Nacional de México/Instituto Tecnolégico de Oaxaca, Av. Ing.
Victor Bravo Ahuja No. 125 Esq. Calzada Tecnolégico, Oaxaca de Juarez, Oaxaca, C.P. 68030, México.

*Correspondencia: carlos.varapizuela@itoaxaca.edu.mx

RESUMEN

La pitaya es una cactacea columnar que se encuentra ampliamente distribuida en México. El
color del fruto se debe a las betalainas, que son compuestos nitrogenados hidrosolubles. Se
realizo la extraccién del compuesto con metanol y etanol, se cuantificacion las betalainas y
fenoles y se evalud la capacidad antioxidante total mediante la reduccion del molibdeno en
presencia de un agente reductor. La extraccion con metanol obtuvo mejor rendimiento en la
cuantificacion de betalainas con un valor de 45.0641 mg (BT)100 g de muestra en
comparacion con el etanol que fue de 20.5703 mg (BT)/100 g de muestra. El contenido fendlico
fue 21.2302+0.83 y 11.9136+0.65 mg EAG/100 g de muesira para metanol y etanol,
respectivamente. El extracto metandlico presentd mayor actividad antioxidante, lo cual puede

deberse a una mayor concentracién de las betalainas en el extracto.

Palabras clave: Betalainas, betacianinas, betaxantinas, actividad antioxidante.

INTRODUCCION
La pitaya es una cactacea originaria de México. Sus frutos son globosos, con espinas caducas;
la pulpa puede ser de color anaranjado, rojo o purpura (Bravo, 1978). El color caracteristico de

sus frutos se debe a las betalainas, que son pigmentos nitrogenados hidrosolubles, derivados
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del acido betalamico y comprenden dos grupos estructurales: betacianinas y betaxantinas
(Flores y col., 2019). El tipo de sustituyente del acido betalamico determina la clase de
betalainas. Las betacianinas (rojo-violeta) contienen un residuo de ciclo-3,4-
dihidroxifenilalanina, mientras que las betaxantinas (amarillo-naranja) tienen diferentes
residuos de aminoacidos o aminas (Sadowska-Bartosz y col., 2021). Ademas de la coloracion
que le dan a los frutos, las betalainas son reconocidas por otras actividades bioldgicas, tales
como la induccion de la quinona reductasa, potente enzima de desintoxicacion asociada con
la quimio-prevencion del cancer (Azeredo, 2009), y su actividad anti-proliferativa de células de
melanoma maligno (Wu y col., 2006). A su vez son fitoquimicos considerados como potentes
antioxidantes (Cai y col., 2003), sin embargo su presencia esta restringida a solamente un

grupo reducido de familias botanicas.

En la actualidad, la funcion de los antioxidantes naturales ha recibido mucha atencion. Debido
a esto, las frutas y verduras juegan un papel importante en la dieta de los seres humanos, ya
que estos proporcionan proteccion contra el dano celular causado por la exposicion de los
radicales libres, proporcionando una mezcla dptima de antioxidantes como son las vitaminas
C y E, polifenoles, carotenoides y los carbohidratos complejos, lo cual ayuda a evitar o retardar
padecimientos que afectan la salud de las personas (Montoya y col., 2022). Debido a esto, es
importante encontrar alimentos naturales que eviten la oxidacion celular, por lo que es de
interés estudiar los rasgos funcionales de la pitaya para impulsar su desarrollo como fuente de

compuestos antioxidantes.

METODOLOGIA

Se pesaron 10 g de pulpa fresca y se colocaron en un matraz Erlenmeyer adicionando 100 mL
de metanol o etanol acuoso 80% (v/v). La mezcla se sonicd por 10 min y se agitd por 20 min
mas a temperatura ambiente y en oscuridad. Cada muestra se centrifugd a 2200 x g por 10
min y los sobrenadantes se concentraron a sequedad en un rotavapor a 65 °C. El contenido
de betacianinas y betaxantinas se cuantifico mediante la absorbancia de los extractos a 538 y
483 nm.
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Para el contenido total fendlico, en un tubo, se colocaron 1540 pL de reactivo Folin-Ciocalteu,
310 pL de extracto o estandar y 1155 L de solucidn saturada de carbonato de sodio. Los
tubos se encubaron a temperatura ambiente y en obscuridad durante 2 horas. Posteriormente
se leyo la absorbancia a una longitud de onda de 740 nm.

Para la actividad antioxidante total se tomaron 0.3 mL de los extractos y se les afiadio 3 mL de
solucion reactiva (6 M de acido sulfurico, 28 mM de fosfato de sodio y 4 mM de molibdato de
amonio). La mezcla se incubd a una temperatura de 95 °C durante 90 minutos y se leyeron las

absorbancias a una longitud de onda de 695 nm. Todos los ensayos se hicieron por triplicado.

RESULTADOS

El contenido de betalainas totales (betacianinas + betaxantinas) en el extracto metandlico
presentd una concentracion de 20.5703 mg (BT)/ 100 g de muestra (Tabla 1) siendo mas alta
que la extraccién con etanol, mostrando una mayor composicon de betacianinas, que son las
responsables de las coloraciones rojo-violeta.En cuanto al contenido fenolico, el extracto
metandlico presentd mayor concentracionde fenoles con un valor de 21.2302 + 0.83 mg
EAG/100 g muestra en comparacion al extracto etandlicocon un valor de 11.9136 + 0.65 mg
EAG/100 g muestra (Tabla 2). La capacidad antioxidante total de los extractos fue de 47.6483
+0.09y 36.6015 £ 0.17 (equivalentes de acido ascorbico) EAA/100 g de muestra para metanol

yetanol respectivamente, siendo este un alimento con presencia de antioxidantes naturales.

Tabla 1. Contenido (en mg/100 g de muestra) de betacianinas (BC), betaxantinas (BX) y betalainas totales (BT)
de pitaya (Stenocereus stellatus) en dos solventes diferentes.

Muestra BC BX BT
Etandlico (ET) 14.0502 6.5202 20.5703
Metandlico (ME) 24.1922 20.8719 45.0641

Tabla 2. Contenido fendlico total (en mg EAG/100 g de muestra).

Muestra
Etandlico (ET) 11.9136 £ 0.65
Metanolico (ME) 21.2302 + 0.83

Tabla 3. Actividad antioxidante total (en mg EAA/100 g de muestra).

Muestra
Etanélico (ET) 36.6015+0.17
Metandlico (ME) 47.6483 £ 0.09
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CONCLUSIONES

Se realizd la extraccién de las betalainas presentes en el fruto de pitaya roja. El extracto
metandlico fueel solvente con mejor rendimiento de extraccién al encontrarse la mayor
concentracion de betalainas y fenoles. En el analisis de la actividad antioxidante, ambos
extractos presentaron capacidad reductora, siendo el extracto metandlico el que mayor
actividad obtuvo, lo cual sugiere que el fruto de pitaya roja de la Mixteca de Oaxaca puede
tener una aplicacion potencial en alimentos, siendo esta una alternativa natural de

antioxidantes.
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