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Resumen

El presente trabajo de investigacion se realiz6 en el Laboratorio de
Bioproductos de las instalaciones del Centro de Investigacion Biotecnoldgica del
Ecuador (CIBE), ubicada en la Escuela Superior Politécnica del Litoral (ESPOL). El
objetivo principal fue de comprobar que el cladodio de Nopal (Opuntia ficus indica)
puede ser muy beneficiosa al ser consumida por el hombre y determinar mediante
analisis fisicoquimicos el contenido total de flavonoides usando la técnica
colorimétrica de cloruro de aluminio el cual fue de 1.50 = 0.67 mg de EQ/g de
muestra seca Yy su capacidad antioxidante haciendo uso del método DPPH
obteniendo un resultado de 64.90 = 0.51 %, este trabajo aporta un analisis Unico al
ser expresado el contenido de flavonoides como equivalente de quercetina sobre
gramo de muestra seca, sin embargo su capacidad antioxidante fue similar al
trabajo realizado por Parraga en el 2015. Se concluye que el Nopal (opuntia ficus
indica) presenta un alto contenido de flavonoides y antioxidante y puede ser
considerado como una buena alternativa de alimentacion en el mercado

ecuatoriano.

Palabras claves:

Nopal, 2,2-Difenil-1-Picrilhidrazilo (DPPH), antioxidante, flavonoides.



Abstract

The present work was carried out in the Laboratory of Bioproducts of the
facilities of the Biotechnology Research Center of Ecuador (CIBE), located at the
Polytechnic School of the Coast (ESPOL). The primary objective was to verify that
the Nopal (Opuntia ficus indica) can be used for human consumption and to
determine by physical-chemical analysis the total content of flavonoids using the
colorimetric technique of aluminum chloride which was 1.50 + 0.67 mg of EQ/g of dry
sample and its antioxidant capacity using the DPPH method obtaining a result of
64.90 + 0.51%, this work provides a unique analysis because the content of
flavonoids is expressed as quercetin equivalent on gram of dry sample, However its
antioxidant capacity was similar to the work carried out by Parraga in 2015. It is
concluded that Nopal (Opuntia ficus indica) Has a high content of flavonoids and
antioxidant and can be considered as a good alternative of food in the Ecuadorian

market.

Keywords:

Nopal, 2, 2-Diphenyl-1-Picrylhydrazyl (DPPH), antioxidant, flavonoids.



Introduccién

El nopal (Opuntia ficus indica) es originario de América, pero se lo encuentra
distribuido desde Canada hasta Argentina y ademas es una planta simbolo en la
cultura mexicana, las opuntias son utilizadas en diferentes zonas climaticas
particularmente en regiones aridas y semiaridas. Es una fuente alimenticia muy bien
reconocida, dadas las caracteristicas morfologicas y fisiol6gicas que le permiten
soportar condiciones ambientales desde escasa precipitaciébn hasta altas y bajas

temperaturas (Guzman Loayza Deysi., 2007).

Se reproduce de manera sexual y asexual, tradicionalmente se le conoce
por su efecto antioxidante relacionado con la presencia de &cido ascoérbico,
flavonoides, y &cidos fendlicos detectados en los cladodios y frutos de sus diferentes
variedades (Celis, 2009).

Los flavonoides contienen grupos hidroxilo fendlicos y excelentes
propiedades de quelacién del hierro y otros minerales, lo que les confiere una gran
capacidad antioxidante. Debido a esto representan una proteccion importante frente
a los fenébmenos de dafio oxidativo, ademas tienen efecto en un elevado nimero de
patologias. Sus propiedades anti-radicales libres se dirigen fundamentalmente hacia

los radicales hidroxilos (Trueba, 2003).

Existe efecto sinérgico de los flavonoides con las vitaminas como el acido
ascorbico conocido como vitamina C, que reduce la oxidacién de la quercetina es
decir combinados permite que el flavonoide pueda mantener sus funciones durante
un tiempo mayor, la quercetina protege de la oxidacion a la vitamina E. (Jiménez.,
2009).



Actualmente el nopal también se le atribuye propiedades anti- genotoxicos y anti-
inflamatorios. (Celis, 2009).

El tema de la alimentaciébn ha dejado de ser un simple medio para garantizar
nuestra sobrevivencia y se ha convertido en una forma de vida que garantiza
bienestar, Hoy en dia los consumidores prefieren alimentos que aporten beneficios
extras a sus dietas, es decir adicionales al de su valor nutritivo normal es decir que
beneficien la salud de quienes lo ingieren (Biruete Guzman A, 2014). Este cambio
de habito nutricional en la sociedad, ha sido de mucha importancia y tan bien muy
variable a través del tiempo, pero siempre teniendo en claro que el principal objetivo
es mantener una buena salud. Cada dia la busqueda de productos novedosos con
propiedades funcionales que puedan mejorar el estado fisico y mental es mayor por
parte de los consumidores. Es por esta razén que se debe reconocer los alimentos
gue por muchos afios fueron usados por sociedades indigenas, para evaluar su
valor nutricional mediante un estudio que permita identificar sus potenciales
aplicaciones en la industria alimenticia (Torres, 2015), asi como en industria
farmacéutica donde con el auge de los fitoquimicos se reconoce las propiedades de

ciertas plantas atraves de investigaciones y estudios de campo.

Vale recalcar que en los Ultimos afios se han publicado trabajos acerca de
alimentos elaborados a base de nopal, pero no hay un estudio que asegure sus
beneficios de su alta capacidad antioxidante. De acuerdo a lo mencionado
previamente esto este trabajo comprueba la presencia de estos benéficos mediante

la determinacién de flavonoides y su capacidad antioxidante.



e Formulacién del problema
¢Los cladodios de nopal tendrdan una gran cantidad de flavonoides y una alta

capacidad antioxidante para ser considerado un alimento que aporte beneficios a la

salud humana?

Hipodtesis

El nopal (Opuntia ficus indica) contiene un elevado porcentaje de flavonoides

y una gran actividad antioxidante que garantiza mejorar la salud humana.

Objetivos

a) Objetivo General

Determinar el porcentaje total de flavonoides y conocer su capacidad antioxidante.

b) Objetivos Especificos

4 Realizar un extracto metanol: agua (1:1) de los cladodios de nopal.

4 Cuantificar el contenido de flavonoides mediante la técnica de
colorimetria del cloruro de aluminio.

v Evaluar la actividad antioxidante por el método DPPH (2,2-Difenil-1-

picrilhidrazilo).



CAPITULO |

REVISION BIBLIOGRAFICA

1.1 Antecedentes

El nopal (Opuntia ficus indica) es conocido como “planta de tuna” y ha tenido
un gran interés desde tiempos prehispanicos (Velasquez, 1998), la opuntia ha
logrado tener desde la antigiiedad una importancia como alimento, bebida y una
variada aplicaciéon en la medicina asi como de fuente de pigmentos, y objeto de
practicas magico-religiosas. En la segunda mitad del siglo XX, el gobierno de
México reconoci6 la importancia de esta cactacea, en especial para el forraje que
amenazaba con la sobre explotacién del cultivo, y debido a esto se empezé a crear
programas de reforestacion y recuperacion de areas degradadas, con el objetivo de

controlar la desertificacion (Perez, 2013).

En el pais donde empezé a consumirse el nopal principalmente como
alimento es México, por esta razén se la introdujo en la gastronomia local en
preparaciones tradicionales y artesanales, es decir su uso puede variar desde
sencillas producciones hasta productos que requieren un proceso técnico y que
exigen un mayor control de calidad, como licores, suplementos dietéticos y otros

productos que han alcanzado relieve en mercado internacional (Corrales, 2000).

Por muchos afios la medicina y los productos provenientes de plantas
medicinales han estado basados en el conocimiento tradicional obtenido de
diferentes grupos étnicos, A través de los afios se ha demostrado la importancia
terapéutica del nopal, en especial la hipoglucemiantes en estudios in vitro. (Hauad-
Marroquin, 2010). Hoy en dia se estudia el nopal para encontrar la cura de

enfermedades cronicas como la diabetes por su efecto antihiperglicemico y por



reducir el colesterol previniendo problemas cardiacos (Basurto-Santos, 2006), esto
le da una gran importancia farmacoldgica (Rodriguez-Fragoso., 2014).

Se ha podido demostrar una gran actividad protectora contra el rompimiento
de hebras de ADN, y en extractos frescos un gran efecto neuro-protector (Hughes,
1998), también se ha comprobado un efecto hepatoprotector e hipolipemiante
(Mufioz Luisa., 2014). En diferentes paises, han utilizado los cladodios y sus frutos
por sus beneficios medicinales, como en el tratamiento de la arteriosclerosis (Celis,
2009).

En nuestro pais el nopal (Opuntia ficus indica), es tema de investigacién para
la elaboracién de productos comestibles, como la formulacion y elaboracion de
mermelada dietética apta para personas diabéticas usando niveles ajustados de
edulcorantes con bajo aporte cal6rico utilizando la penca de nopal (Opuntia ficus
indica) y fresa (Fragaria vesca L.) (Anrrango, 2012), asi también como la
elaboracion de productos artesanales donde se reconoce su alto valor nutritivo en

productos con buen sabor a los consumidores (Parraga, 2015).

Tanto son los beneficios reconocidos del nopal como fuente de energia que
han llevado a usarlo como alimento en muchas ocasiones para el sustento de sus
habitantes (Quiguango, 2011), pero también se lo usa para elaboracion de
fitofdrmacos debido que el nopal se lo ha usado para curar diarrea, reumas, como

analgésico, y antiinflamatorio (Hauad-Marroquin, 2010).

En los ultimos afios, existe una tendencia global hacia el uso de productos
gue contengan fitoquimicos. El nopal tiene una distribucion mundial y es un nutriente
importante y fuente de alimento. Cerca de 1,600 especies de cactus pertenecen al
género Opuntia y muchos de ellos producen frutos comestibles, ideales para ser

servidos en platos con carne roja y blanca



Esta planta no solo presenta utilidad en el campo medicinal, farmacéutico,
alimenticio y estético, sino que investigaciones sefialan su uso para la creacion de
fuentes de energias alternativas como biocombustibles, haciéndolo una opcion de

energia muy sustentable (Méndez-Gallegos de Jesus, 2010).
1.2 Nopal (Opuntia ficus indica)

El nopal es una cetacea originaria del continente americano, los cladodios
también conocidos como pencas 0 palas son hojas aplanadas gruesas con

abundante tejido carnoso, su forma y color de la penca dependera en gran medida

de la edad de la planta (Guzman Loayza Deysi., 2007).

1.3 Taxonomia

La taxonomia es muy compleja debido a que sus fenotipos varian de

acuerdo a las condiciones ambientales (Saenz, 2006).

Tabla I: Taxonomia del Nopal

Clasificacion Cientifica

Reino Vegetal
Division Angiospermae
Clase Dycotyledonea
Orden Opuntiales
Familia Cactaceae
Genero Opuntia
Especie Ficus
Variedad Indica

Nombre cientifico Opuntia ficus indica (L)




Nombre comun Nopal, higo chumbo,tuna etc.

Fuente: (Saenz, 2006)

1.3.1 Variedades Cultivadas

Existen 4 grupos cultivados que se diferencian por el color de la cascara y la
pulpa del fruto:

Tabla ll; Cultivos

Cascara Pulpa
Cascara verde-amarilla Pulpa blanca
Cascara amarilla-anaranjado Pulpa naranja
Cascara verde-roja Pulpa roja
Cascara purpura Pulpa purpura

Fuente: (Alvarez, 2007)

1.3.2 Descripcion Morfologica

Las tunas pueden extenderse horizontalmente varios metros, cuentan con un
sistema ramificado rico en raices muy absorbentes y superficiales para crecer en
zonas aridas donde la humedad es muy escasa, la longitud de las raices tiene una
relacion muy directa con las condiciones hidricas y fértiles de la tierra (Sudzuki,
1999), ademas presentan numerosos tallos modificados que hacen el trabajo de
hoja denominado “cladodios” conocidos también como pencas, de forma ovoide,

elipticos u oblonga parecido a una raqueta pueden alcanzar una longitud de 33-60



cm y 18-25cm de ancho alcanzar un grosor de 1.8-2.3cm de color verde palido a
oscuro dependiendo la variedad de la cetacea (Saenz, 2006).

Sobre ambas caras de los cladodios hay yemas llamadas areolas que tienen
la capacidad de desarrollar nuevos cladodios, flores y raices, una vez que los
cladodios estan completamente desarrollados tienen 52-69 areolas por cada cara y
a su vez cubierta por una gruesa cuticula que los protege de los insectos y
patdgenos, esta cuticula tiene la peculiaridad de ser de color blanquecino lo que
permite reflejar gran parte de la radiacion solar permitiendo que la planta tolere
hasta los 60°C propio de un ambiente desértico, durante el dia sus estomas que
estan en las pencas se mantienen cerrados para evitar la pérdida de agua,
abriéndose en la noche es decir cumpliendo un patrén nocturno para que el paso de
diéxido de carbono y la perdida de vapor de agua ocurra en el momento mas fresco
del dia, a este patrén se lo conoce como Metabolismo del &cido crasulaceo (MAC),
generalmente las plantas nativas de zonas aridas y semiaridas propensas a sequias
poseen este metabolismo (Nobel, 2003), los tallos con el tiempo pueden
transformarse en tallos lefiosos, fuertes de color ocre intenso a grisaceo (Alvarez,
2007).

El nopal también presenta unas pequefas espinas llamadas gloquidios que
se encuentran agrupadas entre si recubiertas por una diminuta pelusa, cumple
funciones especificas como proveer una defensa ante animales herbivoros y de

proteger de la luz solar (Quiguango, 2011).

Sus flores son hermafroditas con dimensiones de 6 a 7 cm de longitud,
presentan colores muy brillantes como rojo, amarillo, blanco y lila (Quiguango,
2011). Puede haber hasta 25 flores por cladodio los cuales se abren a los 35-45
dias de su brotacion, en la mayor parte del mundo la tuna florece una sola vez al

afio pero se puede modificar bajo condiciones especificas como el suministro de



agua en la estacién seca lo que lo que provocara una segunda floracion (Alvarez,
2007).

El fruto de la tuna es carnoso de sabor agradable, su forma es muy variable
los hay ovoides, redondos, elipticos y oblongos con extremos aplanados, concavos
0 convexos por lo general presenta una longitud entre los 7-9cm, con un didmetro
entre 5-6cm y un peso entre 8 a 14 gramos, Su cascara varia en grosor, sus semillas
son pequefas de 4-4.5mm de longitud por lo que también se las ingiere al momento

de comer su pulpa (Ochoa, 2003).

1.3.3 Aspectos Agricolas

El nopal es una cetacea con una gran adaptabilidad a condiciones adversas,
pueden crecer en ambientes a temperaturas muy altas y tienen un amplio intervalo
de pH, aunque el 6ptimo debe oscilar entre 6.0-8.5, su desarrollo se da en suelos
volcanicos, suelos calizas, suelos franco-arenoso, franco-arcilloso-arenoso

(Gerencia Regional Agraria Peruana, 2009).

Para una buena produccion con un alto rendimiento del cultivo, deben tener
una fuente de agua cercana para un adecuado flujo hidrico, el mantenimiento de la
tierra junto con el acomodamiento de la planta es un proceso manual en la cual se
hacen surcos de 40x40x40 cm en un terreno limpio y preparado, la plantacion se
realiza de 40.000 a 55.000 plantas por hectarea (Gerencia Regional Agraria
Peruana, 2009).

1.3.4 Composicion Quimica de la planta.

Los cladodios son muy ricos en pectina, minerales y mucilago, poseen un

alto contenido de acido mélico relacionado al metabolismo CAM (Metabolismo del



acido crasulaceo) (Stinzing-Florian, 2006); Son ricos en azucares, pro-vitamina A, C,
pero son pobres en nitrégeno (Sudzuki, 1999) y son una importante fuente de fibra
dietética (Guzméan Loayza Deysi., 2007).

El mucilago contiene aproximadamente 30.000 diferentes azucares en

diferentes proporciones (Celis, 2009).

Tabla lll: Composicidn fisicoquimica de cladodios en base seca y humeda.

Constituyente Cladodios (g/100g) en base Cladodios (g/100g) en base
seca humeda

Agua - 88-95
Carbohidrato 64-71 3-7
Ceniza 19-23 1-2
Fibra 18 1-2

Proteinas 4-10 0.5-1

Lipidos 1-4 0.5-1
Acido ascérbico - 0.2

Fuente: (Stinzing-Florian, 2006) adaptado por (Celis, 2009)

La concentracion de cada uno de los constituyentes dependerda en gran
manera del lugar del cultivo, clima, variedad y edad de la planta, posee una acidez
titulable de 0.03 a 0.12% con un pH de 5.0 a 6.6 y un contenido de solidos solubles
de 12-17% (Celis, 2009).



Tabla IV: Andlisis quimico de nopal verdura en diferentes edades.

(Base seca)

Ensayo % 1mes (609) 2 mes (130-140g) 3 mes (190-2109)
Humedad 94.44+0.21 94.12+0.1 94.88+0.54
Cenizas 19.15+1.23 18.27+0.16 17.83+0.88
Grasa 2.59+0.35 2.60+£0.52 3.85+0.21
Proteinas 2.59+0.49 2.07+0.32 2.43+0.18
Fibra 11.40+0.48 13.42+1.40 8.57+0.46

Fuente: (Hernandez-Granada, 2010), Adoptado por: (Parraga, 2015)

En esta tabla IV se demuestra el alto contenido de fibra y cenizas (Carbajal,
2013), también se aprecia que la edad de la planta influye en el porcentaje de estos
constituyentes como sugieren estos resultados los nopales mas jovenes contienen
mas proteinas en comparacion a lo que tienen mas edad, a diferencia de la grasa
que aumenta con la edad de la planta, mientras que la humedad en ambas edades

se mantuvo sin un cambio significativo (Saenz, 2006).

Tabla V: Contenido de aminoacidos libres en los cladodios de Opuntia ficus

indica

Aminoécidos Contenido en los cladodios

(9/1009g) en base humeda

Alanina 0.6
Asginina 2.4
Glutamina 17.3

Glicina 0.5
Isoleucina 1.9
Leucina 1.3

Fuente: (Celis, 2009)



De acuerdo a la tabla V la presencia total de aminoacidos es muy alto en

comparacion con los valores que presentan otras frutas, solo comparable a valores

cercanos en citricos y en la uva (Saenz, 2006).

Tabla VI: Comparacion de vitaminas y otras sustancias antioxidantes entre el

fruto y los cladodios de la Opuntia spp.

Constituyente Cladodio (mg/100g) en Pulpa de fruta (mg/100g)
base humeda en base himeda
Acido ascérbico 7-22 12-81
Niacina 0.46 Trazas
Ribloflavina 0.60 Trazas
Tiamina 0.14 Trazas
Carotenoides totales 11.3 0.29-2.37

Fuente: (Piga, 2004), adaptado por (Celis, 2009)

Como se observa en la tabla los cladodios de nopal son importantes en la
nutricion, presentan compuestos que garantizan la mejora de la salud (Alvidrez,
2002), presentan diferentes fitoquimicos y nutrientes esenciales para una vida

saludable (Saenz, 2006).

Tabla VII: Contenido de minerales en cladodios de (Opuntia ficus indica)

Componente Peso seco de cladodio (g/100g)
Calcio (Ca) 5.6
Magnesio (Mg) 0.2

Potasio (K) 2.3




Fésforo (P) 0.1
Sodio (Na) 0.4
Hierro (Fe) 0.14ug (trazas)

Fuente: (Kader, 2002)

Como se detalla en la tabla VIl los cladodios de nopal (Opuntia ficus indica)
son ricos en calcio, magnesio, potasio, fosforo, sodio y hierro aunque este ultimo lo
contiene en bajas concentraciones, aportan minerales esenciales para el buen

funcionamiento del cuerpo humano.

Tabla VIII: Contenido de pigmentos en cladodios de Opuntia ficus indica

Compuesto Mg/g peso en fresco
Caroteno 0.33-0.38
Xantofila 0.33-0.39

Compuesto Ug/g peso en fresco

Beta-caroteno 14.5-39.5
Luteina 6.8-27.0

Fuente: (Betancourt-Dominguez, 2006).

En la tabla VIII se describe el contenido de caroteno, xantofila y luteina,
estos compuestos de naturaleza fendlica, estos fitoquimicos son de gran

importancia para la medicina (Betancourt-Dominguez, 2006).

1.3.5 EIl Nopal en Latinoamérica.



Per( cuenta con 35.000 hectareas silvestres de nopal que utilizan para el
cultivo de la grana de cochinilla, insecto usado principalmente como colorante de
color rojo (Soto-Hernandez, 2005), en Brasil existen aproximadamente 40.000
hectareas, por su parte Chile tiene cerca de 1.100 hectareas destinadas

principalmente para alimentar ganado (Flores-Valdez, 2000).

En Ecuador el nopal se lo cultiva en las zonas secas y aridas de la costa y
del callejon Interandino, estos cultivos se ubican en la peninsula de Santa Elena,
Machalilla, Puerto Cayo, Portoviejo, Arenillas, Valle del Chota, Loja y Guayllabamba
(Gonzales, 2007).

En el 2001 se realizé un censo agropecuario en el pais, referente a los
cultivos permanentes y transitorios debido a que no existe informacién estadistica
veraz del cultivo de nopal, con colaboracién del IICA (Instituto Internacional de
cooperacion para la agricultura) y el ministerio de Agricultura y ganaderia,
determinaron que en Ecuador el cultivo de nopal (Opuntia ficus indica) no excede a

las 30 hectareas (Gonzales, 2007).

Aunque el Nopal como cultivo en el Pais no cuenta con grandes extensiones
de hectareas en comparacién a paises vecinos, se cultiva de manera independiente
en el pais debido a su gran resistencia a diferentes climas para usarlo para en
diversos platos gastrondmicos; Debido a que es conocido su buen sabor se presta
para diversas preparaciones como jugos, ensaladas o cominmente a manera de tira
llamados nopalitos que es un producto deshidratado de buen sabor (Asqui Tingo.,
2015).

Los alimentos son valorados de acuerdo a su valor nutricional es decir de
acuerdo a la aportaciébn de nutrientes que puedan mantener la vida de un

organismo, estos nutrientes pueden ser micro o macronutrientes, estos Ultimos



componen el 90% de la dieta total mientras que los micronutrientes representan el

1% (Silveira, 2003).

Tabla IX: Definiciones relacionadas con Alimento funcional

Termino

Definicién

Alimento funcional

Alimento de disefio

Nutracéutico

Fitoquimicos

Alimento o ingrediente que aporta un nivel
superior de nutrientes en comparacion
con el tradicional. (Thomas, 1994)
Alimento procesado al que se le incorpora
sustancias naturales reconocidas por
prevenir enfermedades (Pence, 2002)
Todo alimento o parte de un alimento
cuyos beneficios incluyen la prevencion y
el tratamiento de enfermedades
(Andlauer, 2002)
Componentes biol6gicamente activos que
se encuentran en alimentos derivados de

las plantas (Aponte, 2008)

Fuente: (Cortéz, 2005).

En la tabla IX se describe las definiciones relacionadas con alimento

funcional es importante recalcar que los alimentos que aportan un nivel superior de

nutrientes son benéficos para la salud a diferencia de la nutricién tradicional

(Camara-Hurtado, 2004).



1.3.6 Compuestos presentes en los alimentos funcionales

Los alimentos funcionales presentan compuestos en base a sus propiedades
de actividad biol6gica, lo que estd estrechamente relacionado a la estructura
guimica siendo el grupo antioxidante como el principal seguido por los compuestos
fendlicos destacando los flavonoides (Gonzélez, 2013).

1.3.6.1 Compuesto antioxidante

Un antioxidante es toda sustancia que reduce el dafio oxidativo que se

encuentra dentro de un organismo vivo (Loor, 2012).

Los antioxidantes protegen a las células y a los tejidos por medios
enzimaticos y no enzimaticos (Martinez-Damian, 2013), esta capacidad antioxidante
es un efecto muy benéfico para la salud inhibiendo la oxidacién causada por
radicales libres los cuales son inestables y altamente reactivos siendo el 2% del

oxigeno consumido por un ser vivo. (Tesoriere, 2005).

Tabla X: Agentes antioxidantes tipo enzimatico y no enzimético

Enzimatico No enzimatico
Superoéxido dismutasa Vitamina E, A
Glutation peroxidasa Acido urico
Catalasa Glutation

Bilirrubina

FUENTE: (Zamora, 2007)



En la tabla X se observan antioxidantes de tipo enzimatico ejerciendo su
funcién fisiolodgica en el citoplasma y mitocondria de la célula donde su principal
efecto como antioxidante sera la eliminacion de peréxidos de hidrogeno y peroxidos

organicos, de esta manera se evita un dafio por estrés oxidativo (Zamora, 2007).

Las vitaminas junto con el glutation son agentes reductores de tipo no
enzimatico que donan electrones a especies oxidadas neutralizando de esta manera
el potencial oxidativo. (Chao, 2002), el acido drico elimina los radicales hidroxilo
atraves de la orina (Diaz, 2010), la bilirrubina participa como tipo no enzimatico
siendo un producto del metabolismo HEM actuando a nivel extracelular (Zamora,
2007).

Estos agentes antioxidantes enzimaticos estan presentes en el vaso, medula
O6sea, mucosa, rifion e higado, el glutation peroxidasa es dependiente del selenio
utiliza glutation reducido como donante de electrones para a su vez neutralizar el

peroxido y transférmalo en agua (Knapen, 1999).

1.3.6.2 Compuesto fendlico

Los compuestos fendlicos llamados también polifenoles son elementos
bioactivos presentes en los vegetales en condiciones de desarrollo normal o de
estrés, son derivados del metabolismo del acido siquimico y/o de un poliacetato y
formados atraves de una serie de reacciones de condensacion entre el &cido
hidroxicinamico y residuos de malonato es decir se derivan de dos vias anabdlicas:
la via del &cido siquimico que una vez iniciado produce aminoacidos aromaticos
(fenilalanina y tirosina) precursor del acido cinamico, y la via del acetato en la cual el
acido beta policetometilenicos originan cuerpos fendlicos atraves de reacciones de
ciclacién (Olivia, 2009)



Estos compuestos se encuentran en muy bajas concentraciones a la hora de
ingerirlos debido a las condiciones de cocido del vegetal o a condiciones de

procesado o almacenamiento (Gonzéles, 2010).

Los polifenoles son metabolitos secundarios divididos en mas de 8000
compuestos, ademas de intervenir en la pigmentacion de la planta estos metabolitos
participan en el crecimiento, reproduccion y protege de patégenos al ser excretados
como respuesta de defensa, en la actualidad presentan un gran interés nutricional
por su contribucién al mantenimiento de la salud humana principalmente por su

actividad antioxidante de estos compuestos (Vaso, 2008).

Tabla XI: Principales compuestos fenélicos en vegetales.

Compuesto fendlico Generalidad

Se encuentran derivados del acido cinamico o

Acido fendlico benzoico (Sanchez-Paniagua, 2008)

Flavonoide Existen mas de 4000 flavonoides descubiertos
en el reino vegetal y constituye el grupo mas
importante dentro de los polifenoles (Zavaleta,
2011)

Lignano Principalmente se encuentra en granos Yy
frutos secos. (Martinez-Damian, 2013)

Taninos Presentan la capacidad de formar complejos
con proteinas, alcaloides, minerales, etc.




(Recalde, 2007)

Elaborado por: Pérez (2016)
En la tabla XI se describe los principales compuestos fendlicos estudiados en
vegetales.

El método mas antiguo y répido para determinar la actividad antioxidante
resultado de la presencia de un compuesto fendlico es el DPPH que se basa en la
capacidad de secuestrar radicales (Zavaleta, 2011), cabe recalcar que el grupo mas
importante dentro de los compuestos fendlicos son los flavonoides (Zavaleta, 2011),

los mismo que seran evaluados en este trabajo.

1.4 Flavonoides.

La palabra flavonoide proviene de flavos que significa entre amarillo y rojo y
se refiere a un grupo aromatico, heterociclico que contiene oxigeno, estos

constituyen los colores amarillos, rojos azul, de las plantas y frutas (Jiménez., 2009).

Los flavonoides tienen bajo peso molécular, constan con esqueleto comun
de 15 carbonos distribuidos como (C6-C3-C6) (Olivia, 2009), con dos anillos
aromaticos que se unen por una cadena de 3 carbonos, que pueden o no formar un
tercer anillo (Reyes S. C., 2013), los anillos bencénicos son llamados Ay B y el
sistema de numeracion en la mayoria de sus compuestos se hace de acuerdo a lo

que se detalla en la figura 1.
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Figura 1. Estructura basica de un flavonoide. (Pérez, 2003)

Los flavonoides actian como antioxidantes con capacidad de secuestrar y
neutralizar radicales libres previniendo de esta manera dafos oxidativos a diferentes
tejidos, por esta razén podemos decir que juegan un papel importante en la
prevencién de procesos fisiopatolégicos en el peor de los casos cancer causado por
estrés oxidativo (Reyes S. C., 2013).

Estos compuestos fendlicos constituyen la parte no energética de la dieta
humana, se han identificado mas de 5000 flavonoides diferentes, destacando la
quercetina, se estima que el calor medio de ingesta al dia es de 23mg esto es en
una persona que regularmente ingiere frutas o vegetales crudos o cocidos
(Martinez-Flores, 2010).

1.4.1 Estructura de los flavonoides.

La forma estructural de los flavonoides esta condicionada por las variaciones
del anillo heterociclico C y por la posicion de los sustituyentes. Hay que resaltar que
los flavonoides estan normalmente hidroxilados en las posiciones 3, 5, 3”, 4 y 57,
también aparecen frecuentemente glicosilada en las posiciones 3 y 7 (Olivia, 2009),

como se muestra en la figura 2.
Las caracteristicas estructurales mas importantes para su funcion son:
a) La presencia en el anillo B de la estructura catecol u O-dihidroxi.

b) La presencia de un doble enlace en la posicion 2,3.

c) La presencia de un grupo hidroxilo (Martinez-Flores, 2010)
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Figura 2. Flavonoides, estructura basica y tipos (Tenorio, 2006)
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Figura 3. Estructura quimica de los flavonoides mas importantes (Russo, 2007)

En la figura 4 la quercetina presenta las tres caracteristicas mencionadas
anteriormente por esta razon se lo considera uno de los flavonoides mas
importantes para el campo de la medicina aplicada a la salud humana, la
catequina solo presenta la segunda caracteristica, mientras que la diosmetina

solo presenta la primera.



Aunque los flavonoides no son considerados como vitaminas, pueden
ejercer un sinergismo con estas, es el caso de la quercetina junto con la vitamina
C y E, permitiéndole ejercer por mas tiempo su capacidad antioxidante (Jiménez.,
2009).

1.4.2 Quercetina.

La quercetina es un flavonoide ampliamente distribuido en el reino
vegetal, entre sus principales virtudes es su capacidad antioxidante ejerciendo un
papel citoprotector retirando el oxigeno reactivo en forma de aniones

superoxidos, radicales hidréxidos, peréxidos lipidicos (Lab. Merck S.A, 2004)

1.4.3 Actividad Cardiovascular.

La quercetina demostré reducir la incidencia de infarto en el miocardio y
de derrames cerebrales en personas de la tercera edad; Las poblaciones que
consumen productos ricos en este flavonoide estadisticamente presentan menos

riesgo a enfermedades cardiovasculares (Hertog G., 2000).
1.4.4 Actividad inmunoldgica.

Muchos estudios han aseverado el fortalecimiento del sistema
inmunoldgico, es especial en el tracto gastrointestinal a partir de la administracion
de quercetina (Lab. Merck S.A, 2004)

1.4.5. Actividad antiviral.
La quercetina ha demostrado ser un potente antiviral interfiriendo en la

replicacién de adenovirus, rotavirus, coronavirus en cultivos celulares (Lab. Merck
S.A, 2004)



1.4.6 Uso de la quercetina.

En la actualidad la quercetina se lo utiliza como un suplemento o
medicamento para la prevencién y tratamiento de diversas enfermedades como
endurecimiento de las arterias, colesterol alto, problemas de circulacion,
diabetes, cataratas, alergias, ulceras estomacales, tratamiento de problemas de
la préstata, y como suplemento para deportistas para mantener un buen

rendimiento fisico (Martinez-Flores, 2010).

1.4.7 Determinacion de la actividad antioxidante por el método DPPH.

N—N NO,

Figura 4: Molécula de DPPH (Amorin, 2010)

La actividad antioxidante se medira espectrofotométricamente de acuerdo al
cambio de color de violeta a amarillo, esta decoloraciéon de la solucién indicara la

capacidad del compuesto para atrapar radicales. (Gonzales, 2007)
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Figura 5: Reaccion quimica entre el radical DPPH (2,2-difenil-1-
picrilhidrazilo) y la especia antioxidante debido a la donacién de un electron (Amorin,
2010).

La medicion de la capacidad antioxidante se determina mediante la siguiente

ecuacion:

%AAR = 100_((ABSmuestra—ABSblanco)XlOO)
ABScontrol

Dénde:

%AAR= Porcentaje de actividad antioxidante

ABS muestra= Absorbancia de la muestra.

ABS blanco = Absorbancia del blanco (metanol y muestra)

ABS control = Absorbancia de la solucién control (metanol + Sol. DPPH.) (Parraga,
2015)



CAPITULO Il

Materiales y métodos.

[l.1 Tipo de Investigacion

El trabajo es de caracter experimental porque los resultados seran obtenidos

mediante técnicas especificas

El presente trabajo se realiz6 en el laboratorio de Bioproductos de las
instalaciones del Centro de Investigacién Biotecnolégica del Ecuador (CIBE),
ubicada en el Campus “Gustavo Galindo V.” de la Escuela Superior Politécnica del

Litoral (ESPOL) cuya ubicacion es:

Provincia: Guayas

Cantén: Guayaquil

Parroquia:  Guayaquil

Ubicacion: Km. 30.5 Via Perimetral, contiguo a la Cdla. Santa Cecilia

[I.2 Materia prima e insumos:

Nopal (Opuntia ficus indica), agua potable, agua destilada.
Reactivos:

Metanol grado reactivo, reactivo 2,2-Difenil-1-Picrilhidrazilo (DPPH), cloruro
de aluminio al 2.5%, nitrito de sodio, hidréxido de sodio al 0.5N, estandar de

Quercetina anhidra.



Materiales y equipos:

Matraces Erlenmeyer de 100ml, pipetas de 1y 5 ml, cubetas de cuarzo para
espectrofotdmetro marca biotek modelo Syhergy HT, cuchillo de acero, pinzas, tubo
de ensayo, frasco ambar de 100ml, refrigerador marca HACEB; Balanza digital
marca Mettle Toledo modelo AB204-S, estufa eléctrica con control de temperatura
marca Quimis, Desecador.

[1.3 Variables

Dependientes:
e Concentracion total de flavonoides

e Actividad antioxidante.

Independiente:

e Extracto metanol-agua 1:1



Il. 4 Operacionalizacion de las variables.

VARIABLE

DEFINICION
CONCEPTUAL

INDICADORES Y
UNIDAD DE MEDIDA

Concentracion total de

flavonoides

Actividad antioxidante

Extracto metanol-agua

Es la cantidad presente en

una muestra vegetal

Capacidad de inhibir

radicales

Se obtiene una extraccion
usando un solvente y

agua 1:1.

Se expresa en porcentaje
como mg Eq quercetina/g

Peso seco.

Se expresa en porcentaje
como captacién de

radical.

Se expresa el volumen del

solvente en mililitros.

II.5 Criterios de inclusion y exclusion.

Criterio de inclusion:

Cladodio desarrollado y sin estropear

Cladodio libre de insectos o impurezas

Criterio de exclusion:

Cladodios sin desarrollar

Cladodios con presencia de insectos o impurezas



11.6 Descripcion de recoleccion de nopal.

A. Recepcion y Seleccion:
Las pencas de Nopal (Opuntia ficus indica) que se usaran en este trabajo
provienen del sembrado de la ESPOL; Ver Anexo 1.

El Nopal se receptara segun requisitos minimos de calidad para el Nopal
segun el CODEX STAN 185-1993 (CODEX ALIMENTARIUS, 2005).

B. Lavado y despinzado :
Se usara agua potable para eliminar tierra y particulas extrafias Para el
desespinado se usara un cuchillo para cuidadosamente separar con la punta para

no dafar seriamente la penca; Ver anexo 2.

C. Trozado:

Se cortaran por la mitad; Ver anexo 3.

D. Disminucién del mucilago:

Manualmente se extraera el mucilago con la ayuda de un cuchillo; Anexo 3.

E. Preparar un Extracto metanol-agua 1:1; Ver anexo 4.
Se seca el cladodio en una estufa eléctrica a 45 grados centigrados por

dos horas y posteriormente se obtiene la extraccion.

Se tomd 20 gramos de nopal en un frasco ambar para protegerse la luz, y se
vertié 50 ml de metanol grado reactivo y 50 ml de agua destilada, se homogenizo y
se dej6é en reposo por 24 horas, luego se filtré y se guardd bajo refrigeraciéon a 20

grados centigrados para su uso posterior.



1.7 Contenido de Flavonoides totales.

Para cuantificar el contenido total de flavonoides se evalué mediante el
método colorimetro de cloruro de aluminio al 2.5% propuesto por Ivanova et al
(2011).

Donde a 0.5 ml del extracto hidroalcohdlico (a una concentracién conocida
de 0.3mg/ml) se le afiadié 2 ml de agua destilada y 150 ul de nitrito de sodio se deja
reposar por 5 minutos y se le afiade 150ul de cloruro de aluminio al 2.5% después
de 6 minutos se le afiade 1 ml de hidroxido de sodio 0.5N, se homogeniza y se
enraza con agua destilada hasta un volumen final de 5ml. Para la cuantificacion se
elabor6 una curva de calibraciéon de quercetina a concentraciones entre 0.18 a 0.30
mg/ml. La lectura de la absorbancia fue realizada por un espectrofotometro a la
longitud de onda de 510nm. El contenido total debe ser expresado como mg de

quercetina/g de muestra seca.

11.8 Actividad antioxidante (DPPH).

Para la determinacion de la capacidad antioxidante se aplica el protocolo de
laboratorio proporcionado por el Centro de Investigaciones Biotecnologicas del
Ecuador (CIBE-ESPOL, 2012).



[1.9 Preparacién de la solucion 2,2- Difenil-1-Picrilhidrazilo (DPPH).

Pesar en la balanza analitica 7.5 mg del reactivo DPPH vy disolverlo en 250

ml de metanol para obtener una disolucién de 0.1Nm.

1. Se coloca en un tubo de ensayo (protegido de la luz) 2ml de la disolucidon
DPPH 0.1Nm. Afadir 0.7ml del extracto de muestra obtenido previamente y
leer inmediatamente a una longitud de onda de 517nm.

2. Se deja reaccionar la muestra por un lapso de 30 minutos y se lee
nuevamente (En caso de que se dé una disminucién de absorcién acelerada,

o si el valor de absorbancia es muy alto se procede a realizar una dilucion).



CAPITULO llI: Resultados y discusion

[11.1 Resultados.

Tabla Xl

Condiciones de andlisis

Temperatura (°C) 25

Humedad (%) 56

De acuerdo a la tabla XII se trabajé con una temperatura ambiente de 25 grados
centigrados y un porcentaje de humedad de 56 % dentro del laboratorio durante el
anlisis.

Se seleccion6 10 cladodios al azar de diferentes nopales, que aprobaron los
criterios de inclusién y se hicieron cortes longitudinales para procesarlo como una

muestra Unica y realizar los analisis fisicoquimicos por triplicado

Tabla Xl
Parametros Resultado final del andlisis por triplicado
Contenido de flavonoides totales 1.50 + 0.67 mg de EQ/g de muestra
seca
Actividad antioxidante 64.90 £ 0.51 %

En la tabla Xlll se detalla los valores obtenidos del nopal en cuanto al contenido total
de flavonoides mediante el método colorimetro del cloruro de aluminio descrito por
(Min et al. 2008) y su capacidad antioxidante que fue evaluada mediante el ensayo
de decoloracion del radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH) descrito por (Ebada et
al. 2008). Ver Anexo 5 (Informe final de la ESPOL-CIBE)



[11.2 Discusién

El resultado de contenido de flavonoides totales fue de 1.50 £ 0.67 mg de quercetina
sobre gramos de muestra seca, empleando una relacibn de metanol: agua como
método de extraccion (1:1), siendo un valor muy parecido al trabajo realizado por
(Celis, 2009) donde se evalu6 de forma general el contenido de compuestos
fendlicos del nopal en México siendo el resultado de 0.57 + 2.35 mg de &cido galico
sobre muestra seca, usando el acido galico como solvente de extraccion, vale
recalcar que en Ecuador no hay estudios previos sobre el contenido total de
flavonoides expresados en mg de quercetina sobre peso seco; su capacidad
antioxidante mediante el método DPPH fue de 64.90 + 0.51%  un valor muy
cercano al trabajo de (Reyes M. M., 2014) en Espafia donde fue de 66.80 = 0.29%
en este trabajo las muestras fueron extraidas con relacion 1:1 peso /volumen
(agua), valores semejantes al trabajo realizado por (Parraga, 2015) con un resultado
de 67.98 + 4.35 % donde las muestras fueron extraidas de un extracto metanol:

agua (1:1).



[11.3 Conclusiones:

1.

Se realiz6 un extracto de los cladodios del nopal empleando como reactivos
metanol y agua destilada en partes iguales (1:1) para posteriormente usarla

en los analisis correspondientes.

El porcentaje del total de flavonoides se lo expreso como quercetina sobre
gramos de muestra seca donde el resultado fue de 1.50 + 0.67, utilizando el
método colorimétrico de cloruro de aluminio al 2.5 % y empleando una onda

de longitud de 510 nm.

La evaluacion de la capacidad antioxidante se la realizé mediante el ensayo
de decoloracion del radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH) obteniendo un
resultado de 64.90 £ 0.51% demostrando una alto rendimiento como agente

antioxidante.

I114. Recomendaciones:

I

Evaluar el contenido de otros compuestos fendlicos.
Desarrollar una forma farmacéutica a base de nopal.
Elaborar productos alimenticios a partir del nopal
Investigar otras posibles aplicaciones del nopal

Realizar analisis quimicos de los frutos del nopal
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Anexos:

Anexol: Seleccién de los cladodios de nopal

Anexo 2: Lavado y despinzado del cladodio del nopal.



Anexo 4: Secado del nopal para proceder a realizar la extraccion.
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