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RESUMEN

Lagunes Vela, Kalid Gabriela. M. en C. Unidad de investigacion y Desarrollo en
Alimentos. Junio 2019. Caracterizacion del mucilago de cruceta y efecto de su
consumo en un modelo murino con sindrome metabdlico.

Directores: Dra. Carolina Pefla Montes, Dra. Rosa Maria Oliart Ros, Dr. Michael
Muller

El sindrome metabdlico (SMe) se puede definir como un grupo de factores de riesgo que
aumenta las posibilidades de padecer diabetes mellitus tipo 2 y las enfermedades
cardiovasculares como la hipertension arterial, estos factores incluyen:
sobrepeso/obesidad, hipertensién, hiperglucemia y trastornos en el metabolismo de los
lipidos. Este sindrome es considerado una epidemia creciente en todo el mundo por lo que
Se requieren nuevas estrategias para su prevencion y tratamiento. Una estrategia podria
ser el desarrollo de alimentos enriquecidos con prebiéticos o componentes dietéticos que
al ingerirse sean fermentados por la microbiota intestinal y estimulen el crecimiento de
bacterias especificas, donde algunos de los metabolitos que se formen puedan tener
efectos benéficos sobre la salud. Los prebiéticos son componentes de los alimentos que
estimulan selectivamente el crecimiento y las actividades de ciertas bacterias especificas
del tracto gastrointestinal, en la naturaleza podemos encontrarlos en la fibra dietética, que
es la parte comestible de las plantas que resiste a la absorcion en el tracto gastrointestinal,
y en el intestino grueso, funcionando asi como un sustrato fermentable para las bacterias
de la microbiota intestinal. Los mucilagos son un tipo de fibra soluble que proporciona
beneficios a la salud al ser incorporados en la dieta, Acanthocereus tetragonus (cruceta) es
una planta endémica de México con potencial prebiético que forman parte de la dieta en
algunas regiones, por lo que ademas pueden ser utilizadas como un potencial terapéutico
para el sindrome metabdlico. En este contexto, el objetivo de esta propuesta fue
caracterizar el mucilago de A. tetragonus y evaluar los cambios en un modelo con
sindrome metabdlico. Los resultados obtenidos concluyen que el componente principal del
mucilago de la cruceta es la fibra dietética, seguida de carbohidratos y proteinas, en el
mucilago de cruceta podemos encontrar la presencia de azlcares como acido
galacturénico, ramnosa y arabinosa, por otro lado se demostré que la cruceta tiene un
efecto prebiodtico en bacterias como Lactobacillus rhamnosus y Enterococcus faecalis y
finalmente se observo que la cruceta tiene un efecto benéfico disminuyendo los parametros

del sindrome metabdlico y puede ser utilizada como potencial terapéutico.



ABSTRACT

Lagunes Vela, Kalid Gabriela. M. en C. Unidad de investigacion y Desarrollo en
Alimentos. Jun 2019. Characterization of the cruciate mucilage and effect of its
consumption in a murine model with metabolic syndrome.

Directors: Dra. Carolina Pefia Montes, Dra. Rosa Maria Oliart Ros, Dr. Michael
Muiller

The metabolic syndrome (SMe) can be defined as a group of risk factors that increases the
chances of suffering from type 2 diabetes mellitus and cardiovascular diseases, these
factors include: overweight / obesity, hypertension, hyperglycemia and disorders in lipid
metabolism . It is considered a growing epidemic throughout the world so new strategies
for its prevention and treatment are required. One strategy could be the development of
prebiotics or dietary components that when ingested are fermented by the intestinal
microbiota and stimulate the growth of specific bacteria, where some of the metabolites that
are formed can have beneficial effects on health. Prebiotics are components of foods that
selectively stimulate the growth and activities of certain specific bacteria of the
gastrointestinal tract, in nature we can find them in dietary fiber, which is the edible part of
plants that resists absorption in the gastrointestinal tract, and in the large intestine,
functioning as a fermentable substrate for the bacteria of the gut microbiota. The mucilage’s
are a type of soluble fiber that provides health benefits when incorporated into the diet,
Acanthocereus tetragonus (crossbows) is an endemic plant in Mexico with prebiotic potential
that are part of the diet in some regions, so they can also be used as a therapeutic potential
for the metabolic syndrome. In this context, the objective of this proposal was to characterize
the mucilage of A. tetragonus and to evaluate the changes in a model with metabolic
syndrome. The results obtained conclude that the main component of the cruciate mucilage
is dietary fiber, followed by carbohydrates and proteins, in the cross-sectional mucilage we
can find the presence of sugars such as galacturonic acid, rhamnose and arabinose, on the
other hand it was shown that the The crosspiece has a prebiotic effect on bacteria such as
Lactobacillus rhamnosus and Enterococcus faecalis and finally it was observed that the
cross has a beneficial effect by decreasing the parameters of the metabolic syndrome and

can be used as a therapeutic potential.
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1 INTRODUCCION

El sindrome metabdlico (SMe) es un concepto ampliamente aceptado que agrupa
varios factores de riesgo como la diabetes mellitus tipo Il y las enfermedades
cardiovasculares: las cuales incluyen al sobrepeso/obesidad, hipertension arterial,
hiperglucemia y trastornos en el metabolismo de lipidos y carbohidratos. Debido a
la complejidad del SMe, tanto la calidad de vida de los pacientes y en los costos que
implica en los sistemas de salud, los cuéles han aumentado de manera significativa
en los ultimos afos. Se buscan alternativas de prevencion y tratamiento (Fernandez
de Cossio et al., 2016). Las evidencias recientes sugieren que la modulacién de la
composicién de la microbiota intestinal mediante intervenciones nutricionales
pueden tener un potencial terapéutico en el manejo del SMe y las comorbilidades
asociadas (Erejuwa et al., 2014, Petra et al., 2015).

Se han demostrado algunas mejoras en las alteraciones metabdlicas con el uso de
probioticos, los cuales son microorganismos vivos capaces de conferir beneficios
en la salud del huésped administrados en una cantidad adecuada (Delzenne et al.,
2011). De igual manera se ha demostrado que el consumo de prebidticos como la
oligofructosa, puede estimular selectivamente el crecimiento de algunas bacterias
comensales, mejorando la salud del hospedero (Mallappa et al., 2011).

La dieta es un factor importante que da forma a la composicion de la microbiota
intestinal. EI consumo de fibras dietéticas ha demostrado constantemente una
relacion con efectos positivos sobre la salud y mejoras en los componentes
individuales del SMe. En la fibra dietética existen carbohidratos no digeribles, como
los oligosacaridos que pueden tener efectos benéficos en la salud, los carbohidratos
prebiéticos a menudo han demostrado ser carbohidratos de bajo peso molecular
como los fructooligosacaridos y galactooligosacéaridos (Jakobsdottir et al., 2013).
Recientemente se ha estudiado a los mucilagos por su potencial prebiético, siendo
el mucilago de nopal el mas estudiado, con resultados benéficos para la salud.
México cuenta con una variedad de plantas con alto contenido de mucilago, la
familia de las cactaceas donde encontramos al nopal es un ejemplo, dentro de esta

familia podemos encontrar a la cruceta la cual no cuenta con estudios que
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demuestren el potencial prebidtico que pueda tener, por lo que para este estudio
resulto de interés.

La cruceta es utilizada como parte de la dieta en algunas regiones de México, como
Veracruz y Oaxaca, y al conocer sus beneficios, puede ser utilizada como un
potencial terapéutico en enfermedades asociadas al sindrome metabdlico.

En este estudio se realizo la caracterizacion quimica de la cruceta y su mucilago,
ademas de que se evalud el potencial prebiético de ambas utilizando bacterias
probidticas como Lactobacillus, Bifidobacterium y Enterococcus, y finalmente se
analizé el efecto de la cruceta y su mucilago en los parametros del sindrome

metabdlico utilizando un modelo murino.



2 ANTEDECENTES

México se enfrenta actualmente a un escenario alimentario, con graves
repercusiones en el estado nutricional individual y colectivo. La tasa de aumento de
la obesidad en México entre 1988 y 2006 ha sido una de las mas altas en el ambito
global. Segun la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT) 2016, se
evalué la prevalencia de sobrepeso y obesidad en nifios, adolescentes y adultos, en
mujeres se presentd un aumento respecto a las cifras del 2012, en los tres grupos
de edad con mayor prevalencia en zonas rurales, mientras que en la de poblacién
masculina aumenté en zonas rurales de 61.1% en el 2012, a 67.5% en 2016,
mientras que en las zonas urbanas se mantiene en un nivel elevado de 69.9%. Por
otro lado, se han observado enfermedades crénicas como la diabetes (9,2% de los
adultos) e hipertension (con un nuamero alarmante de 31,5% de adultos
diagnosticados) en edades mas tempranas. En este contexto, existe la necesidad
de monitorear y mejorar estas condiciones, derivadas en primer lugar de una dieta

pobre en nutrientes que beneficien la salud (Gutiérrez et al., 2012).

2.1 Sindrome Metabolico

El SMe se define como una serie de alteraciones relacionadas y factores de riesgo
que predisponen a un individuo al desarrollo de diabetes mellitus tipo Il vy
enfermedades cardiovasculares (Lam et al., 2015). Las principales causas de
muerte en México son las enfermedades cardiovasculares y la diabetes mellitus
(INEGI, 2015) (Figura 1), ambas estrechamente relacionadas con el SMe. La
resistencia a la insulina esta vinculada a todas las manifestaciones de SMe, aunque
hay medicamentos, se considera que el mejor tratamiento es un cambio en el estilo
de vida (Orchard et al., 2005).
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Numero de defunciones

 Diabetes mellitus 67,090
m Cardiovasculares 53,188
Hepaticas 27,566
W Cerebrovasculares 27,370
Pulmonares 20,253
M Perinatales 16,448
m Accidentes automovilisticos 15,742
W Vias respiratorias 14,979
W Hipertensivas 12,876
m Nefritis y nefrosis 11,397

FIGURA 1 Principales causas de muerte en México, elaboracidn propia con
datos de INEGI 2015.

Ademas, del cambio del estilo de vida este tiene que ser complementado con la
ingesta de alimentos con propiedades beneficiosas en el SMe como los prebidticos.
La Organizaciéon Mundial de la Salud junto con otras organizaciones como, la
Federacion Internacional de la diabetes, el Instituto Nacional del Corazén, Pulmén
y Sangre, la Asociacién americana del corazén, la Federacion Mundial del Corazon,
la Sociedad Internacional de Aterosclerosis y la Asociacion Internacional para el
estudio de la Obesidad propusieron un diagnostico armonizado del sindrome
metabolico, donde se estipula que al poseer al menos tres de los cinco factores de
riesgo (Tabla 1) son causa de diagnéstico del sindrome metabdlico (Alberti et al.,
20009).
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TABLA 1 Criterios para el diagnéstico clinico de sindrome metabdlico

Parametros Puntos limite caracteristicos
Circunferencia Pardmetros especificos para paises
abdominal y poblaciones
Triglicéridos = 150 mg/dL
Colesterol HDL Hombres < 40 mg/dL
Mujeres < 50 mg/dL
Presion arterial = 130/ 285
Glucosa en ayuno = 100 mg/DI

2.1.1 Obesidad
La obesidad es una epidemia mundial en donde México ocupa el primer lugar en
sobrepeso en adultos y el segundo lugar en obesidad infantil. Aunque la obesidad
como tal se define como una acumulacion excesiva de grasa que es perjudicial para
la salud (OMS), también la podemos definir como un desbalance entre la ingesta
energética y el gasto calorico, actualmente se sabe que los mecanismos
involucrados en el desarrollo de esta enfermedad son complejos, y se siguen
descubriendo nuevo factores involucrados, tal es el caso de la microbiota intestinal,
la cual se ha postulado en la ultima década como un factor clave en el desarrollo de
obesidad y sus complicaciones metabdlicas (Moran Ramos et al., 2015).
La obesidad es el principal factor de riesgo para el desarrollo de diabetes tipo II,
enfermedades cardiovasculares, hipertension arterial, dislipidemias, enfermedades
osteoarticulares y ciertos tipos de cancer, como el de mama y préstata (Barquera et
al.,, 2010). La clasificacién de la obesidad en un individuo permite identificar a
aguellos individuos con mayor riesgo de morbilidad y mortalidad, las clasificaciones
mas utilizadas para definir obesidad en adultos (Tabla 2 y 3) consideran lo siguiente:
e Indice de masa corporal (IMC). Es el indicador mas util para poder evaluar la
composicion corporal a nivel poblacional, ya que es de bajo costo, facil de
aplicar y su célculo no varia en funcién del sexo ni la edad en la poblacion
adulta.

IMC= peso (kg)/estatura (m)>2.



ANTECEDENTES

e Circunferencia abdominal. Es un indicador de adiposidad central util para

evaluar el riesgo cardiovascular.

TABLA 2 Clasificacion de la obesidad de acuerdo ala OMS y la NOM por IMC

Fuente Bajo Normal Sobrepeso Obesidad
peso
OMS <18.5 185-249 25.0-29.9 Grado | Grado Il Grado Il
30.0-349 35.0-39.9 >40.0
NOM - - 25.0-26.9 >27

TABLA 3 Clasificacion de la obesidad de acuerdo a la circunferencia
abdominal

Por el riesgo de desarrollar complicaciones metabdlicas de acuerdo con la

circunferencia abdominal

Riesgo de complicaciones Incrementado Sustancialmente incrementado
metabdlicas
Hombres =94 cm =102 cm
Mujeres =80cm =88 cm

2.1.2 Diabetes Mellitus
La diabetes es un grupo de enfermedades metabodlicas caracterizadas por
hiperglucemia resultante de defectos en la secrecion de insulina, la accion de la
insulina, 0 ambos, se origina debido a la combinacién de diversos factores, entre los
gue se encuentran la edad, la obesidad, el sedentarismo, la alimentacion
inadecuada, los antecedentes familiares y algunos factores genéticos. La
hiperglucemia cronica de la diabetes se asocia con dafio a largo plazo, disfuncion
en diferentes érganos, especialmente los 0jos, los rifiones, los nervios, el corazén y
los vasos sanguineos (American Diabetes Association, 2014). La gran mayoria de
los casos de diabetes se dividen en dos grandes categorias:

e La diabetes tipo I. La cual es causada por una deficiencia absoluta de

secrecion de insulina.
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e La diabetes tipo Il.Es la forma mas comun de diabetes, se produce cuando
la persona no produce suficiente insulina o la células no hacen uso de la
insulina por lo que se presenta una resistencia a la insulina, y uno de sus
principales tratamientos es con cambios en el estilo de vida, asi como la
aplicacién de medicamentos orales e insulina.

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) calcula que el nUmero de personas con
diabetes en el mundo es de 171 millones y pronostica que aumentara a 366 millones
en el afio 2030. En México, desde 1940 la diabetes ya se encontraba dentro de las
primeras 20 causas de mortalidad, con una tasa de 4.2 por 100 000 habitantes. A
partir de 2000, la diabetes es la primera causa de muerte en mujeres y la segunda
en hombres, después de la cardiopatia isquémica, enfermedad resultante muchas
veces de la diabetes (INEGI, 2015) (Figura 2 y 3).

Hombres
Enfermedades isquémicas del 17.3
corazon
= Diabetes melitus =
m Enfermedades de vias - 6.5
respiratorias
6.3
® Enfermedades
cardiovasculares 56
Enfermedades del higado
—
m Enfermedades hipertensivas | | | | |
0 5 10 15 20

FIGURA 2 Principales causas de muerte en hombres de México,elaboracion
propia con datos de INEGI 2015
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Mujeres

Diabetes mellitus
18.3

® Enfermedades isquémicas
del corazon

16.1

B Enfermedades
cerebrovasculares

B Enfermedades de vias
respiratorias

Enfermedades
hipertensivas -
0

B Enfermedades del higado
5 10 15 20

FIGURA 3 Principales causas de muerte en mujeres de México, elaboracion
propia con datos de INEGI 2015

Entre las estrategias que se pueden seguir individualmente para prevenir la
aparicion de diabetes se encuentran las siguientes: tener una alimentacion alta en
fibra, moderar el consumo de los alimentos con alto contenido calorico asi como la
disminucién de alimentos altos en grasas saturadas y gasas trans, realizar actividad
fisica con regularidad, mantener un peso saludable, moderar el consumo de alcohol,
no fumar, evitar el consumo de las bebidas azucaradas y refrescos, después de un
periodo prolongado de estar sentado levantarse unos minutos, y finalmente
realizarse periddicamente pruebas sanguineas para medir concentraciones de
glucosa, colesterol y triglicéridos.

Los factores relacionados con el estilo de vida pueden modificarse con el objetivo
de mejorar la salud de las personas y disminuir las posibilidades de desarrollar
diabetes. Estas intervenciones pueden disminuir hasta en 31% la presentacion de
casos de diabetes mellitus Il (Lauro et al., 2004)

2.1.2.1 Diabetes Mellitus tipo |
Esta forma de diabetes solo representa el 5 al 10% de los diabéticos, se le conoce

como diabetes insulino-dependiente o diabetes juvenil, resulta de una destruccién
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autoinmune celular mediada por las células B del pancreas (American Diabetes
Association, 2014).

2.1.2.2 Diabetes Mellitus tipo Il

Esta forma de diabetes, que representa el 90-95% de los diabéticos, se le conoce
como diabetes no insulino-dependiente, la diabetes tipo Il o la diabetes de aparicion
en adultos, abarca a individuos que tienen resistencia a la insulina y por lo general
tienen una deficiencia relativa de insulina. La mayoria de los pacientes con esta
forma de diabetes son obesos, y la obesidad misma causa algun grado de
resistencia a la insulina, los pacientes que no son obesos segun los criterios
tradicionales de peso pueden tener un mayor porcentaje de grasa corporal
distribuida predominantemente en la region abdominal. El riesgo de desarrollar esta
forma de diabetes aumenta con la edad, la obesidad y la falta de actividad fisica
(American Diabetes Association, 2014). El problema principal es que la insulina no
funciona correctamente, por lo que al principio se suele tratar con farmacos orales,
sin embargo, conforme pasa el tiempo, las células beta que fabrican insulina van
muriendo poco a poco hasta que finalmente también es necesario el tratamiento con
insulina. Este tipo de diabetes se trata de una enfermedad progresiva y se puede
evitar o retrasar su progresion si se actla en las fases iniciales. Sin duda, el
tratamiento mas eficaz es el “abordaje multifactorial” que incluye el tratamiento de

la diabetes y de todo el resto de los factores de riesgo.

2.1.3 Resistencia a la Insulina

La resistencia a la captacion de glucosa a través de la insulina es un fenbmeno
comun que desempefia un papel central en la patogénesis y la evolucion clinica de
importantes enfermedades como la diabetes mellitus, la hipertension arterial y la
obesidad central, se define como la disminucién de la capacidad de la insulina para
producir la respuesta fisiol6gica sobre el mantenimiento de la homeostasis de la
glucosa, como consecuencia, hay un incremento de la secrecion de insulina con el

fin de compensar la homeostasis de la glucosa, dando lugar a un hiperinsulinismo,
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gue puede ser compatible con una glucemia plasmatica normal (De Morenti et al.,
2003).

2.1.4 Enfermedades cardiovasculares

Las enfermedades cardiovasculares suponen un problema de salud publica en todo
el mundo, el actual aumento de la obesidad y el sindrome metabdlico
probablemente llevara a una epidemia de enfermedades cardiovasculares, la razon
de esta epidemia se asocia a factores medio ambientales y cambios en el estilo de
vida, como dietas con un importante aporte de calorias y la disminucion de la
actividad fisica.

El aumento de tejido adiposo en el cuerpo como consecuencia de las dietas
hipercaléricas y el bajo gasto energético, y en particular incremento de la grasa
visceral abdominal, tienen un papel primordial en la patogenia de la enfermedad y

el sindrome metabdlico (Grima Serrano et al., 2005).

2.2 Microbiota intestinal

En general, al conjunto de formado por microorganismo, sus genes y metabolitos
se denomina microbioma, por lo que el microbioma humano hace referencia a la
poblacion total de microorganismos, con sus genes y metabolitos que colonizan el
cuerpo humano, se encuentran en el tracto gastrointestinal, el genitourinario, la
cavidad oral, la nasofaringe, el tracto respiratorio y la piel.

La microbiota intestinal es la comunidad de microorganismos vivos residentes en el
tubo digestivo. Esta es indispensable para el correcto crecimiento corporal, el
desarrollo de la inmunidad y la nutricion. La microbiota intestinal es una de las
comunidades mas densamente pobladas en comparacion con el suelo, subsuelo y
los océanos, la cifra de estos microorganismos se eleva a 1x10%. Alrededor del 50%
de la masa fecal estd constituida por bacterias, principalmente pertenecientes a
cuatro principales filos: Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria y Proteobacteria,

llegando a ser las dos primeras el 90% del total (Icaza-Chavez, 2013).

10
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En el Utero, el ser humano carece de microbiota, al nacer, el tracto gastrointestinal
se coloniza inmediatamente, se ha demostrado que la via de nacimiento y el tipo de
alimentacion puede producir diferencias en la microbiota intestinal (Penders et al.,
2006). Durante la infancia y a lo largo de la vida, la composicion de la microbiota
cambia de acuerdo con la edad y la dieta, en los primeros dos afios de vida la
microbiota intestinal tiene una mayor proporcion de bifidobacterias, posteriormente,
se diversifica y alcanza su maxima complejidad en la edad adulta, con cientos de
filotipos, dominados principalmente por Bacteroidetes y Firmicutes (Icaza-Chavez,
2013).

Las alteraciones de la microbiota intestinal y la respuesta adversa del hospedero a
estos cambios se le denomina como disbiosis, esta se ha asociado recientemente
con afecciones como el asma, la enfermedades inflamatorias cronicas y la obesidad,
por lo que se ha pasado de considerar a la microbiota intestinal como un simple
comensal acompafiante a un 6érgano metabdlico, con funciones de importancia en
la salud, estimulando al sistema inmunitario, protegiendo contra la invasion de
agentes patdégenos y con una serie de actividades asociadas con la utilizacion de
los carbohidratos dietarios no digeribles.

El papel de la microbiota intestinal en la salud ha sido cada vez mas reconocida, ya
gue en estudios previos se ha demostrado que los cambios en la composicidon
microbiana podrian estar relacionados con el fenotipo del sindrome metabdlico (De
Wit et al., 2012). Se ha descrito una microbiota de tipo obeso, que se encuentra
asociada al exceso de peso y al sindrome metabdlico, con un incremento en la
relacion Firmicutes/Bacteroidetes, las bifidobacterias y los Bacteriodes spp. parecen

proteger contra el desarrollo de la obesidad (Ley et al., 2006).

2.2.1 Bacteroidetes

Los Bacteroidetes son un grupo grande de bacterias Gram negativas y anaerobias
con amplia distribucién en el medio ambiente, incluyendo el suelo, sedimentos, agua
de mar y el tracto digestivo de los animales.

El grupo incluye cuatro clases, los Bacteroides que son organismos abundantes en

las heces de animales de sangre caliente, en los cuales se incluye a los seres

11
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humanos, y Porphyromonas, un grupo de organismos que habita en la cavidad bucal
humana. Los miembros del género Bacteroides son patdgenos oportunistas. Las
otras clases de Bacteroidetes raramente son patdgenas para los seres humanos,

gue son representativas de las clases Flavobacteria, Sphingobacteria y Cytophagia.

2.2.2 Firmicutes

Los Firmicutes son un filo de bacterias Gram positivas, aunque existen dentro de
ellas un género que carece de pared celular (Mollicutes). Este filo fue creado
originalmente para incluir todas las bacterias Gram positivas, pero recientemente se
ha restringido a un grupo base de formas relacionadas, llamado grupo de contenido
GC bajo, estas tienen forma de bacilo y a veces de coco. Muchas de ellas producen
endosporas que las hacen resistentes a la desecacion y pueden sobrevivir en
condiciones extremas, por lo que se pueden encontrar en diversos habitats e
incluyen algunos patégenos notables.

Los Firmicutes se dividen en las clases Bacilli, que son aerobios facultativos u
obligados y estos se dividen en Bacillales y Lactobacillales, Clostridia, que son

organismos anaerobios y Mollicutes, que son los que carecen de pared celular.

2.2.2.1 Lactobacillus

Los Lactobacillus son bacterias Gram positivas con forma de bacilos largos, que
pueden ser rectos o curveados, crecen en anaerobiosis y fermentan azlcares
formando acido lactico, por lo que son clasificados como bacterias acido lacticas. El
género Lactobacillus tiene una amplia distribucién y generalmente se encuentran a
lo largo del tracto gastrointestinal, en la industria es utilizada en la preparacion de
productos farmaceéuticos para reestablecer la microbiota intestinal después de
tratamientos agresivos con antibiéticos.

La pared celular del género Lactobacillus, observada al microscopio electrénico,
contiene peptidoglicanos del tipo Lisina-D-Asparagina. Esta pared también contiene
polisacéaridos unidos al peptidoglicano mediante enlaces fosfodiéster, pero solo
presenta acidos teicoicos relacionados a ella en algunas especies.

12
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La mayoria de los Lactobacillus no presentan actividad proteolitica ni lipolitica en
medios que contienen proteinas o grasas, sin embargo, algunas cepas pueden
presentar ligera actividad proteolitica debido a proteasas y peptidasas ligadas a la
pared celular o liberadas por ésta, asi como una débil actividad lipolitica debido a la
accion de lipasas intracelulares. Normalmente no reducen los nitratos, pero ciertas
especies si lo hacen cuando el pH esta por encima de 6, generalmente no lician la
gelatina, ni digieren la caseina, asi como tampoco producen indol, ni &cido sulfidrico,
pero la mayoria producen pequefias cantidades de nitrégeno soluble. Son catalasa
negativos, aunque algunas cepas producen la enzima pseudocatalasa que

descompone el peroxido de hidrogeno.

2.2.2.2 Enterococcus

Los Enterococcus son cocos Gram positivos y anaerobios facultativos, siendo dos
especias comensales de la microbiota intestinal E. faecalis y E. faecium, aunque
generalmente los Enterococcus son los causantes de distintas infecciones clinicas
en las cuales podemos incluir infecciones urinarias, bacteriemias, endocarditis y
meningitis entre otras.

Los Enterococcus se diferencian de los Strectococcus en que pueden crecer en un
rango de temperatura de 10°C a 45°C. Son mas resistentes a los cambios
ambientales adversos, pudiendo tolerar concentraciones de 6,5% de NaCl,

desarrollarse a pH 9.6 y soportar temperaturas de 60°C hasta por media hora.

2.3 Alimentos funcionales

Un alimento funcional se define como aquel alimento o producto alimenticio que
actia de manera benéfica sobre una o mas funciones del cuerpo, mas alla de su
efecto nutricional mejorando la salud y el bienestar, y/o reduciendo el riesgo de
enfermedad. Puede ser un alimento natural, un alimento al que se ha afadido,
eliminado o modificado un componente por medios biotecnoldgicos, un alimento en
el que se ha modificado la biodisponibilidad de uno o mas de sus componentes 0

una combinacion de cualquiera de estas posibilidades (Lorente y Serra, 2001). El
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concepto de alimentos funcionales fue inventado en Japon en 1984, por cientificos
gue estudiaban la relacion entre nutricion, satisfaccion sensorial y fortificacion, como
elementos para favorecer aspectos especificos para la salud. Dentro de las
condiciones que existen para que un alimento sea considerado como funcional se
debe cumplir lo siguiente: debe ser de naturaleza alimentaria y consumirse como
parte de una dieta diaria, debe haber pruebas cientificas de sus propiedades y estar
definido a que grupos de poblacion va dirigido (Schneider, 2001). Adémas estos
aimentos al consumirse tienen deben tener una particular funciéon en el cuerpo
como, el mejoramiento de mecanismos de defensa bioldgica, la prevencién o
recuperacion de enfermedades especificas, o el retraso del envejecimiento
celular.Actualmente se han desarrollado alimentos funcionales para la regulacion
de los procesos de metabolismo bésicos como el control del peso, hiperglucemia e
hipertrigliceridemia, asi como para la regulacién de problemas cardiovasculares y

problemas digestivos con el uso de probioticos y prebidticos.

2.3.1 Probioticos

Los probidticos son microorganismos vivos que pueden agregarse a la férmula de
diferentes tipos de productos, incluyendo alimentos, medicamentos y suplementos
dietéticos, que al ser ingeridos en cantidades suficientes ejercen un efecto positivo
en la salud del huésped. Las especies de Lactobacillus y Bifidobacterium son las
usadas con mayor frecuencia como probioticos (Guarner et al., 2011).

Dentro de las caracteristicas que deben tener las bacterias para ser consideradas
como probiodticos es que deben ser tolerantes a los acidos gastricos y sales biliares,
y puedan adherirse a las superficies epiteliales y que persistane en el tracto
gastrointestinal, adémas que tenga una actividad antagonista contra patégenos, asi
como propiedades antimutagénicas y anticancerigenas (Saarela, 2000). Los
microorganismos considerados probioticos se muestran en la Tabla 4 (Holzapfel,
2001):

TABLA 4 Bacterias consideradas como probidéticos

Lactobacillu Bifidobacteriu Otras bacterias Bacterias no Levaduras

s spp m spp acido lacticas
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L. acidophilus B. adolescentis  Enterococcus Bacillus cereus Scharomyce
faecalis variedad toyoi S cerevisiae
L. amylovorus B. animalis Enterococcus Escherichia coli
faecium cepa nissle
L. casei B. bifidum Lactococcus Propioinbacteriu
lactis m freudenreichii
L. crispatus B. breve Leuconostoc

mesenteroides

L. delbreukii B. infantis Pediococcus

subespecie acidoilactici

bulgaricus

L. gallinarum  B. lactis Sporolactobacillu
s inulinus

L. gasseri B. logum Streptococcus

thermophilus
L. johnsonii
L. paracasei
L. plantarum
L. reuteri

L. rhamnosus

2.3.2 Prebidticos

Los prebiéticos son componentes de los alimentos que estimulan selectivamente el
crecimiento y las actividades de ciertas bacterias especificas del tracto
gastrointestinal, tales como Lactobacillus spp. y Bifidobacterium spp., que tiene un
impacto benéfico sobre la salud del huésped (Guarner et al., 2011)

Algunas de las enfermedades que pueden beneficiar a la salud después de
incorporarse prebidticos en la dieta incluyen el sindrome metabdlico y la obesidad,
entre otros (Garcia-Curbelo et al., 2015). Los prebidticos contienen fructanos, que
son polimeros de fructosa derivados de sacarosa. Investigaciones recientes han
demostrado que los fructanos pueden aumentar la actividad metabdlica de la
microbiota intestinal, asi como modular el metabolismo de la glucosa y los lipidos,

15



ANTECEDENTES

estimulando el sistema inmunoldgico y también mejorando la absorcion de algunos
nutrientes y minerales. En la actualidad, hay una serie de carbohidratos prebi6ticos
en el mercado, la mayoria de ellos aislados de polisacaridos vegetales como inulina
y fructooligosacaridos (FOS) o0 enzimaticamente sintetizado como
galactooligosacaridos (GOS). Un inconveniente de estos comunmente utilizados
prebioticos podria ser su rapida fermentacion en la parte proximal del colon. Muchas
enfermedades del colon, como la colitis ulcerosa y los tumores, ocurren en la parte
distal del tracto gastrointestinal (Gullon et al., 2014).

En la naturaleza, se dividen principalmente en dos clases: inulina y levana (Ulloa et
al., 2010).

2.3.2.1 Fibra dietética

La fibra dietética hoy en dia se reconoce como un elemento importante para la
nutricion sana. No existe una definicion universal ni tampoco un método analitico
gue mida todos los componentes alimentarios que ejercen los efectos fisioldgicos
de la fibra. Segun la Asociacon Americana de Quimicos de Cereales (American
Association of Cereal Chemist, 2001) la fibra dietética fue definida como: “La parte
comestible de las plantas o carbohidratos analogos que son resistentes a la
digestién y absorcién en el intestino delgado, con fermentacién completa o parcial
en el intestino grueso. En esta definicidon la fibra dietética incluye polisacaridos,
oligosacaridos, lignina y sustancias asociadas de la planta (Escudero Alvarez y
Gonzalez Sanchez, 2006). En la clasificacién de la fibra dietética propuesta por
Jarvis, 2000 se engloban los conocimientos actuales que permiten una ordenacion

conceptual, donde los principales componentes son:

2.3.2.1.1 Polisacaridos no almidon

Los polisacaridos son todos los polimeros de carbohidratos que contienen al menos
veinte residuos de monosacaridos. El almidén digerido y absorbido en el intestino
delgado es un polisacarido, por ello se utiliza el término polisacaridos no almidén
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para aquellos que llegan al colon y poseen los efectos fisiologicos de la fibra.
Podriamos clasificarlos en celulosa, B-glucanos, hemicelulosas, pectinas y

analogos, gomas y mucilagos.

2.3.2.1.2 Oligosacéridos

Son carbohidratos con un nivel de polimerizacion menor, tienen de tres a diez
moléculas de monosacaridos. Se dividen en fructooligosacaridos (FOS) e inulina,
galactooligosacaridos (GOS), xilooligosacaridos (XOS), isomaltooligosacaridos
(IMOS). Dentro de las propiedades de la fibra dietética tenemos la solubilidad y el
grado de fermentacion. El grado de solubilidad en agua es muy variable para las

distintas fibras, por lo que se pueden dividir en:

2.3.2.1.2.1 Fibra soluble

Las fibras solubles, las cuales en contacto con el agua forman un reticulo donde
gueda atrapada, originandose soluciones de gran viscosidad. Los efectos derivados
de la viscosidad de la fibra son los responsables de sus acciones sobre el

metabolismo lipidico e hidrocarbonado.

2.3.2.1.2.2 Fibra insoluble

Las fibras insolubles o poco solubles, las cuales son capaces de retener el agua en
su matriz estructural formando mezclas de baja viscosidad; esto produce un
aumento de la masa fecal que acelera el transito intestinal (Kim, 2000).

Mientras que el grado de fermentacion esté bastante relacionada con la solubilidad
de cada fibra como se muestra en la Figura 4, ya que la fibra dietética llega al
intestino grueso de forma inalterada y aqui las bacterias del colon, con sus
numerosas enzimas de gran actividad metabdlica, pueden digerirla en mayor o
menor medida dependiendo de su estructura. Este proceso de digestién se produce
en condiciones anaerobias, por lo que se denomina fermentacion. En el colon se
dan fundamentalmente dos tipos de fermentacion: fermentacion sacarolitica y

fermentacion proteolitica.
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Fermentacion ] Fermentacion
total en colon parcial en colon
L Soluble) J (Insoluble)

[ Gomas ] [Pectinas] [Mucflagos] [ GOS } [Hemicelulosa} [Celulosa] [ Lignina ]
i Almidén
FOS Inulina resistente

FIGURA 4 Grado de fermentacion de la fibra dietética

2.3.2.1.2.1 Galactooligosacaridos (GOS)

Los galactooligosacaridos son oligosacaridos no digeribles los cuales son
resistentes a las enzimas digestivas gastrointestinales. Se encuentran de forma
natural en la leche de mamiferos y en algunos productos procesados, dentro de
sus caracteristicas podemos encontrar que son solubles, con bajo peso molecular,
pueden actuar como fibra dietética y son clasificados como prebidticos (Rastall y
Maitin, 2002).

2.3.2.1.2.2 Fructooligoséacaridos (FOS)

Los fructooligosacaridos son polimeros de glucosa o fructosa que se encuentran
naturalmente en las plantas. La mayoria de los fructooligosacaridos disponibles son
manufacturados como azucar y considerados fibra funcional, que son carbohidratos
no digeribles que tienen efectos benéficos. Al igual que ocurre con otros tipos de
fibra, nuestro cuerpo no es capaz de digerirlos ni de asimilarlos, no obstante, una
porcion de esta fibra es fermentada por bacterias, en especial por las bifidobacterias
gue colonizan el intestino grueso. Los fructooligosacaridos son mas solubles que la
inulina y por esto se usan como aditivos en algunos alimentos. Se encuentran
incluidas en el grupo de prebioticos.

Los podemos encontrar en una gran variedad de alimentos vegetales como la
achicoria, la alcachofa, el espéarrago, el ajo, la cebolla, el puerro, el tomate o la

banana, entre otros, pero en cantidades mas bien pequefias (Yun, 1996).
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2.3.2.1.2.3 Inulina

La inulina es un componente dietético importante desde los tiempos prehispanicos
en México. Es un carbohidrato complejo compuesto por una mezcla de polimeros
lineales de fructosa unidos por enlaces (2-1) y enlazados con una unidad de glucosa
por un a- (2-1) al final de cada cadena. Debido a la composicidn quimica de la
inulina, los fructanos no pueden ser hidrolizados por las enzimas digestivas en el
tracto gastrointestinal superior, por lo que permanecen intactos; sin embargo,
cuando alcanzan el tracto digestivo inferior son hidrolizados y fermentados por las
bacterias colonizadoras de esta zona.

La inulina se considera un alimento funcional ya que sus componentes tienen un
efecto benéfico sobre una o varias funciones del organismo, dando lugar a un efecto
positivo sobre la salud y reduciendo el riesgo de algunas enfermedades (Lara,
2011).

2.3.2.1.2.4 Pectinas

La pectina es una molécula compleja que se encuentra exclusivamente en las
plantas, esta es un hidrocoloide de la pared celular, son un tipo de
heteropolisacaridos, los cuales tiene una mezcla de polimeros acidos y neutro, esta
constituida principalmente por ésteres metilicos parciales de acido galacturénico y

sales de sodio, potasio, amonio o calcio.

2.3.2.1.2.5 Mucilagos

Los mucilagos son constituyentes normales de las plantas, los cuales son
polisacaridos heterogéneos formados por diferentes azlcares, los cuales se
caracterizan por formar disoluciones coloidales viscosas o geles en agua, y formar
redes moleculares capaces de retener gran cantidad de agua. Los mucilagos son
producto del metabolismo de las plantas y se acumulan en células especiales dentro
de los tejidos, se localizan como material de reserva hidrocarbonado (Farela-Lara,
2017).

19



ANTECEDENTES

El mucilago secretado por cactdceas es una sustancia polimérica compleja
compuesta por carbohidratos con una estructura altamente ramificada que contiene
L-arabinosa, D-galactosa, L-ramnosa, D-xylosa y éacido galacturénico (Medina-
Torres et al, 2000). Dentro de los mucilagos mas estudiados podemos encontrar al
mucilago de nopal, el cudl es un hidrocoloide que podria integrar la oferta de una
gran gama de agentes espesantes de amplio uso en la industria de alimentos y la
industria farmacéutica, ademas de que tiene una gran capacidad de absorcion de
agua. Su poder espesante esta siendo actualmente estudiado (Cérdenas et al.,
1997; Medina—Torres et al., 2000; Medina-Torres et al., 2003; Sepulveda et al.,
2003b; Céardenas et al., 2008). La composiciéon quimica del mucilago de nopal como
se muestra en la Tabla 5 podemos observar su mayor contenido de carbohidratos.

TABLA 5 Composicion quimica del mucilago de nopal, elaboracion propia con
datos de Sepulveda et al., 2007

Composicién (g/100g de muestra)
Humedad 4.9

Proteinas 7.9

Carbohidratos 36.2

Cenizas 1.3

Nitrégeno 10.9

Minerales 1.6

Dentro de las metodologias existentes para la extraccion de los mucilagos
sefaladas en los diferentes estudios realizados son muy variadas y van desde
metodologias simples como las sefalada por Vargas-Rodriguez y Ramos-Ramirez
(2003) hasta otras mas complicadas como la utilizada por Habibi et al.,2005. El
método cambia segun la fuente de mucilago (cladodio o fruto) y la parte concreta

de la que se extraera el hidrocoloide (piel, pulpa o semillas).

2.4 Cactéceas con alto contenido de mucilago en México
La biodiversidad de plantas de México es una de las mayores en el mundo, se ha

calculado que existen cerca de 18,000 a 30,000 especies, del total de estas
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especies aproximadamente entre 10,000 y 13,000 son endémicas y se presentan
principalmente en las zonas aridas y semiaridas.

La familia de las cactdceas es una familia exclusiva de América, existen
aproximadamente 1,400 especies alrededor del mundo, México alberga a 699 de
estas especies de las cuales 518 son endémicas de nuestro pais. Dentro de las
variedades que podemos encontrar de cactus tenemos a las columnares, de barril,
esféricos, arbustos y opuntias (CONABIO, 2017).

Estas tienen gran importancia debido a sus propiedades o0 usos, ya que son
ampliamente utilizadas como alimento para humanos y ganado, asi como sus

propiedades medicinales.

2.4.1 Opuntia ficus

EL nopal (Opuntia ficus) forma parte de la familia de las cactaceas (Tabla 6) es
planta arbustiva que puede alcanzar de 3 a 5 m de altura, en las pencas tiene un
color verde opaco, las cuéles se encuentra protegidas por una cuticula gruesa, que
en algunas ocasiones esta cubierta de cera 0 espinas, este tejido tiene la capacidad
de almacenar considerables cantidades de agua lo que permite que la planta
soporte largos periodos de sequia, cabe mencionar que el papel uno de los papeles
del mucilago esla capacidad de retencion de agua (Nobel et al., 1992). El nopal es
uno de los simbolos nacionales de México ya que se encuentra plasmado en el
escudo nacional, ademas de ser parte de la mitologia mexica en la que es
considerada como la planta de la vida, sus cladiodos jévenes son utilizados en la
gastronomia.

TABLA 6 Taxonomia del nopal

Taxonomia
Reino Plantae
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Caryophyllidae
Orden Caryophyllales
Familia Cactaceae
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Subfamilia Opuntioideae
Tribu Opuntieae
Género Opuntia ficus

Actualmente existen diversos estudios relaciones con las propiedades benéficas del
nopal en la alimentacion y los cambios que ocurren en distintas enfermedades
relacionadas al sindrome metabdlico (Moran-Ramos et al., 2012) los datos
obtenidos demuestran que el consumo de nopal prevenie el desarrollo de higado
graso, ademas de que aumenta la oxidacion de los acidos grasos como la sintesis
de VLDL y mejora la sefializacion de la insulina hepética (Moran-Ramos et al., 2012)

2.4.2 Acanthocereus tetragonus

La cruceta (Acanthocereus tetragonus) (Figura 5) es una especie endémica de
México (Tabla 7), que se encuentra frecuentemente en estados como Veracruz,
Tamaulipas, Sinaloa, Colima, Guerrero, Oaxaca, Chiapas, Campeche, Yucatan,
Quintana Roo, San Luis Potosi y Querétaro, es un cactus rampante y de vez en

cuando columnar y arbustivo.

FIGURA 5 Planta de cruceta
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Este es uno de los principales cactus que son cultivados de traspatio por algunas
comunidades indigenas aunque no se tienen datos exactos de su domesticacion,
se trata de una especie multipropdsito ya que es comestible, ornamental y
medicinal. Segun la norma 059 de la SEMARNAT 2010 en México, no se encuentra
bajo categoria de riesgo (CONABIO, 2017). Dentro de sus usos como alimentacién
los brotes se comen crudos o cocidos como verdura y en varias regiones mexicanas
es considerada como comida tipica, en la medicina tradicional la infusion de los

tallos era considerado como un diurético

TABLA 7 Taxonomia de la Cruceta

Taxonomia
Reino Plantae
Subreino Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Caryophyllidae
Orden Caryophyllales
Familia Cactaceae
Subfamilia Cactoideae
Tribu Pachycereeae
Geénero Acanthocereus
Especie A. tetragonus
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3 JUSTIFICACION

Una de las principales formas de prevenir el sindrome metabdlico es con un cambio
en el estilo de vida y complementandolo con una ingesta de alimentos con
propiedades benéficas, como los prebidticos que son un factor importante en la
composicién de la microbiota intestinal.

México cuenta con plantas endémicas con potencial prebidtico, las cuales son
consideradas como especies subutilizadas y subvaloradas. En algunas regiones
estas plantas son utilizadas como parte de la dieta la cual ha pasado por varias
generaciones. Al generar nuevos conocimientos sobre el beneficio del consumo de
estas plantas en la salud, estas pueden ser utilizados ademas como un potencial

terapéutico en enfermedades relacionadas al sindrome metabdlico.
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4 HIPOTESIS

El consumo del mucilago de la planta A. tetragonus, tendra un efecto benéfico en

los pardmetros del sindrome metabdlico
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5 OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Caracterizar el mucilago de la planta A. tetragonus, y evaluar su efecto en un

modelo con sindrome metabdlico.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Extraery caracterizar el mucilago de A. tetragonus.

2. Analizar el efecto prebidtico del mucilago de A. tetragonus en bacterias
benéficas que forman parte de la microbiota intestinal.

3. Analizar el efecto del mucilago de A. tetragonus en los parametros de

sindrome metabdlico en un modelo murino.
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La metodologia general consistio como se muestra en la Figura 6 comenzando por
la recoleccion de la materia prima (cruceta) con un periodo de crecimiento de un
afio de cultivo a partir de la siembra de un monocultivo, para su posterior extraccion
del mucilago y caracterizacion quimica tanto de la planta como el mucilago.
Posteriormente se realiz6 la identificacion del efecto prebidtico de ambas partes de
manera in vitro como in vivo, se utilizaron ratas Wistar macho recién destetadas de

dos camadas distintas, y se repartieron de manera aletoria en los grupos de estudio.

L, Simulacién quimica Identificacion del
Recoleccion de Extracciony del mucilagoy la efecto prebidtico del
o caracterizaciondel |™> ;
muestras , planta de cruceta del mucilagoy la planta
mucilago de cruceta .
transito de cruceta

gastrointestinal P N
(  Evaluacionde (" Evaluacién sanguinea )
bacterias benéficas en un modelo murino
de la microbiota con sindrome
\_ intestinal Y, \_ metabdlico Y,
4 A - ™
Enterococcus Glucosa
Lactobacillus Colesterol
Bifidobacterium Triglicéridos
~/ -

FIGURA 6 Metodologia general

6.1 Recoleccién de las muestras de cruceta
Las plantas frescas se recolectaron en el municipio de Soledad de Doblado,
Veracruz. Posterior a su recolecciéon las muestras fueron lavadas con agua para

eliminar la suciedad y se desinfectaron, para la posterior extraccion del mucilago.

6.2 Extraccion del mucilago de cruceta
Para la extraccion del mucilago, las plantas previamente lavadas y desinfectadas
se trozaron en pedazos de aproximadamente de 2cm y se embeben en agua

destilada en una relacion 1:2 (p/v). Se realizé el escaldado a 80°C durante 5



MATERIALES Y METODOS

minutos, a continuacioén, la suspension se mantuvo a 80°C durante 30 minutos,
dejandola reposar toda la noche. Se realizé un filtrado para separar los trozos y la
fase acuosa a la cual se le adiciono etanol al 90 % en una proporcion 1:2 (v/v) para
precipitar el mucilago, finalmente se procedi6 a liofilizar o secar en estufa a 40° C
(INIFAP, 2011).

6.3 Caracterizacion del mucilago de Acanthocereus tetragonus

6.3.1 Capacidad de retencion de agua del mucilago de cruceta

La capacidad de retencion de agua se determiné por el método descrito por Line et
al.1974 y mejorado por Sila et al.,2014, donde en un tubo eppendorf se colocaron
0.5g de muestra y se afiadié 50 ml de agua destilada, la suspensién se mantuvo a
temperatura ambiente durante 1h con agitacién constante, posteriormente se realizo
la centrifugacion durante 20 minutos a 5, 000 gy 17 °C, el sobrenadante se elimino

y se deja escurrir el tubo durante 30 min.

La capacidad de retencién de agua se registrd de acuerdo a la siguiente formula:

El peso del contenido del tubo despues de escurrir
WHC =

El peso de la muestra seca

6.3.2 Caracterizacion quimica de la cruceta y su mucilago

El planta de cruceta y su mucilago se caracterizé por los métodos de la A.O.A.C.
(2015), los métodos se normalizaron previamente en el laboratorio y se determiné
la humedad, el porcentaje de cenizas, asi como algunos componentes inorganicos,
el contenido de grasa, el contenido de proteinas, el contenido de fibra cruda y se
realizé la determinacion de carbohidratos y la determinacion de los monosacaridos
del mucilago de cruceta mediante una hidrélisis acida (Puerta-Quintero y Rios-Arias,
2011).
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6.3.2.1 Determinacién de humedad de la cruceta y su mucilago

Para la determinacion de humedad se utilizo el método de secado por estufa en
donde se peso de 2 a 3g de muestra en un pesafiltro con tapa el cual fue
previamente pesado después de tenerlo a peso constante durante 2h a 130 ° C
aproximadamente. Se dejo secar la muestra en una estufa durante 2h a 110 ° C,
posteriormente se retird de la estufa, se tapa y se deja enfriar en el desecador, se
peso en cuanto se equilibré con la temperatura ambiente, y se hicieron repeticiones

de pesado hasta alcanzar un peso constante (Kirk et al., 1996)

6.3.2.2 Determinacién de cenizas de la cruceta 'y su mucilago

Para la determinacién de cenizas totales se pone a peso constante un crisol de
porcelana durante 2h aproximadamente en una mufla a 600 °C. Se peso de 3 a 5g
de muestra en el crisol, la cual no debe sobrepasar la mitad del crisol que fue
previamente pesado. Se calcind la muestra, primero con un mechero en la campana
hasta que no desprenda humos y posteriormente se metié a la mufa durante 2h,
cuidando que la temperatura no sobrepasara los 550 ° C. Se repetid la operacion
anterior hasta conseguir cenizas blancas o ligeramente grises homogéneas. Se
enfrié en un desecador y se peso, para calcular el porcentaje de cenizas (Kirk et al.,
1996).

6.3.2.3 Determinacién del contenido de grasas de la cruceta 'y su mucilago

Para la determinacion del contenido de grasas se utilizé el método de Soxhhlet, para
este estudio se colocé a peso constante un matraz bola con fondo plano
adicionandole perlas de ebullicion, en una estufa a 100 ° C durante 2h. Se peso6 de
4 a 59 de muestra sobre un papel, se enrroll6 y se coloc6 en un cartucho de de
celulosa, se tap6 con algodon y se coloco el cartucho en el extractor. Se conceto el
matraz al extractor, en el cual se debe encontrar el cartucho con la muestra y
posteriormente se conectd éste al refigerante, se agregaron dos cargas de

disolvente en este caso se utilizo éter etilico como disolvente, por el refrigerante y
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se calent6 el matraz con una parrilla hasta que observar una suave ebullicion. Para
verificar que se extrajo toda la grasa se dejo caer una gota de la descarga sobre el
papel filtro y al evaporarse el disolvente no debe dejar residuos de grasa. Una vez
gue se extrajé toda la grasa, se quita el cartucho con la muestra desengrasada, y
se sigue calentando hasta la casi total eliminacién del disolvente, el cual se recuperd
antes de que se descargue, se quito el matraz y se seco el extracto en una estufa a
100 ° C durante 30min, se enfrié y se peso, finalmente se calculo el porcentaje de

grasa (James, 1999).

6.3.2.4 Determinacion de proteinas de la cruceta y su mucilago

Para la determinacion de proteina cruda se utilizé el método de Kjeldahl, en donde
se peso de 0.1- 0.2g de muestra y se introdujé a un tubo Kjeldahl, se agrego6 0.15g
de sulfato de cobre pentahidratado, 2.5g de sulfato de potasio y 10ml de &cido
sulfurico concentrado. Se encendio el aparato y se precalenté a una temperatura de
360 ° C, los tubos se colocaron en portatubos del equipo de Kjeldahl y se colocaron
en el bloque de precalentamiento, se puso la unidad de evacuacién de gases con
las juntas colocadas sobre los tubos de digestion, y se acciono la trampa de succion
de gases antes de que estos se produzcan, se calentd hasta la total destruccién de
la materia organica, es decir hasta que el liguido quede transparente con una
coloracién azul verdosa, una vez que finalizé la digestion, sin retirar la unidad de
evacuacion de gases, se colgaron los tubos para enfriar. Después de que los tubos
se enfriaron, se termina la digestién, se para el equipo y se desconecta la trampa.
En un matraz Erlenmeyer de 250 ml se adicion6 50 ml de HCI 0.1N y unas gotas de
indicador rojo de metilo 0.1%, se conectod el aparato de destilacion y se esperd a
gue se genere vapor, se coloco el tubo de digestion con la muestra diluida y las
sales disueltas en un volumen no mayor de 10 ml de agua destilada en el aparato
de destilacion y se encendio, se adicioné NaOH al 36%, y se colocé la palanca de
vapor en encendido hasta alcanzar el volumen de destilado en el matraz Erlenmeyer

de 100- 150 ml, se lavo la manguera con agua destilada y se recogio el agua del
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lavado sobre el destilado. Una vez que finalizé la destilacion, se regreso la palanca
de vapor a su posicion original.
Se titul6 el exceso de &cido con una solucion de NaOH 0.1N, y se calculo el

porcentaje de proteinas.

6.3.2.5 Determinacién de fibra dietética de la crucetay su mucilago

Para la determinacion de la fibra dietética, se pesé 1g de muestra en un matraz de
500 ml y se adicion6 50 ml de buffer de fosfato (0.08M pH 6), se midié el pH y se
ajusto a 6, posteriormente se adiciond 0.1 ml de solucion amilasa y se cubrio el
matraz con papel aluminio, se colocé el matraz a bafio a ebullicion durante 15 min,
se agité cada 5 min el matraz suavemente, se enfrid6 el matraz a temperatura
ambiente y se ajusto el pH a 7.5 utilizando NaOH 0.275N, se adicion6 5 mg de
proteasa la cual estaba disuelta en buffer de fosfatos, se cubrid el matraz con papel
aluminio y se colocé a bafio a 60 ° C durante 30 min con agitacién continua. Se dej6
enfriar nuevamente a temperatura amibiente y se adicion6 10 ml de HCI 0.325N, se
ajutd el pH a 4 y se adicion6 0.1 ml de aminoglucosidasa, se dejo incubar a 60 ° C
durante 30 minutos con agitacion constante., se adicionaron 280 ml de etanol 95%,
y se dejo reposar durante 1h.

Se pesO un crisol con celita y la celita se humedecié con etanol al 78% para
distribuirla como camita, se aplico succion y se mantuvé mientras se transferia el
contenido del matraz con la digestion enzimatica. Se lavo el residuo con etanol 78%,
después con etanol 95% vy finalmente con acetona, se dejo secando el crisol con el
residuo de los lavados a 70 ° C, una vez seco se dejo0 enfriar y se peso, para

conocer el peso del residuo se resta el peso del crisol con la celita.

6.3.2.6 Determinacion de monosacaridos del mucilago de cruceta mediante
una hidrolisis acida
Para realizar la determinacién de los monosacéaridos que se encuentran en el

mucilago de la cruceta se realiz6 la hidrdlisis total del mucilago, donde se utilizaron

32



MATERIALES Y METODOS

0.5 g de mucilago y 10ml de &cido clorhidrico 2N, la solucion se calenté a 100 ° C
durante 6 h con agitacion constante, la solucion resultante se diluyé con agua
destilada y se calent6 a reflujo durante 2 h, la solucién se concentré6 a vacio y se
elimind el exceso de 4cido mediante repetidas co-destilaciones con agua destilada
(Matsuhiro et al., 2006). El resultado se analizé mediante una cromatografia en capa
fina (AOAC 45.4.07)

6.3.2.7 Determiancion de monosacaridos por cromatografia en capafina (TLC)
El producto resultante de la hidrdlisis &cida se analiz6 mediante TLC con placas de
silica gel con indicador de fluorescencia 254nm y una fase mévil de acetonitrilo:
agua (8:2), utilizando como estandares acido galacturénico, ramnosa, fructosa,

galactosa, xilosa, glucosa y arabinosa, y anisaldehido como revelador.

6.3.2.9 Espectrofotometro de infrarrojo por transformada de Fourier

El espectro FTIR es una de las técnicas mas utilizadas para analizar la estructura
de los polimeros y determinar sus principales grupos funcionales.

Esta técnica proporciona un espectro de reflexion de las bandas de los grupos
funcionales de las sustancias inorganicas y organicas, por lo cual es posible realizar
una identificacion de los materiales. El equipo esta dotado como se muestra en la
Figura 7, de una sonda con fibra 6ptica que permite el analisis directo de la superficie
del objeto de estudio. Se trata de un Mid-FTIR, Remspec con resolucion de 10 cm-

1 en el intervalo espectral de 900-5000 cm-1.
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FIGURA 7 Espectrofotometro de infrarrojo por transformado de Fourier

Para el analisis de la muestra se pes6 1g de muestra y se analizé en el equipo, el

cual dio como resultado el infrarrojo de la muestra.

6.3.2.10 Andlisis de compuestos bioactivos mediante cromatografia en capa
fina (TLC)

Para el analisis de compuestos bioactivos se realizé una cromatografia en placa fina
utilizando placas de silica gel con indicador de fluorescencia 254nm, como fase
movil acetato de hexano: acetato de tilo 1:1 y se revelo con sulfato cérico y DPPH,
como estandares se utilizaron el acido férulico, cumarico, cafeico y sindpico. Para
la muestra se realizé una hidrolisis con 0.2g de cruceta liofilizada y se disolvio en 5
ml de hidroxido de sodio 2.5M, se sonico durante 20 min a 40 °C y se filtr6 con una
gasa para recuperar la fase liquida, esta fase se acidifico con acido clorhidrico (HCI)
concentrado hasta llegar a un pH de 4, se adiciond acetato de etilo y se agitd

lentamente.
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6.4. Simulacién quimica en el trdnsito gastrointestinal

Para la simulacion en el tracto gastrointestinal, se utilizd un digestor dindmico in

vitro, que se permite conocer en que parte del tracto gastrointestinal son

hidrolizados los compuestos. Este aparato reproduce las condiciones naturales del

tracto gastrointestinal humano. Este equipo se divide en diferentes secciones como

se muestra en la Tabla 8, utilizando una muestra de 9ml, que es adicionada en el

primer frasco para simular la primera fase donde se adiciona la solucion que

corresponde a la saliva utilizando un pH de 6.8 durante 5 min, posterior se adiciona

la solucién de jugo gastrico reduciendo el pH a 2.5 durante 2h.

TABLA 8 Composicion de las soluciones utilizadas en la simulacion quimica
del transito gastrointestinal

Saliva Jugo gastrico Jugo duodenal Jugo biliar
480 ul KCI 1.5 ml NacCl 3.84 ml NaCl 1.44 ml NacCl
Fase 480 yl KSCN 288 ul NaOH2PO4 3.84 ml NaHCO3 3.27 ml NaHCO3
orga 480 pyl NaOH2PO4 833 pl KCI 960 pl NaOH2PO4 201.6 ul KCI
_ 480 pl NaSO4 1.72 ml CaCl-H20 0.6 ml KCI 7.2 yl HCI
nica  gg I Nacl 960 pl NH4CI 0.96 ml MgCl>
960 pl NaHCO3 624 pl HCI 17.2 ul HCI
Fase 384 yl Urea 960 pl glucosa 0.384 ml Urea 0.48 ml Urea
. 960 ul &c.galacturo
|,no.rg 960 pl glucosamina
anica 326.4 yl Urea
Enzi 1.319 yg a-amilasa  0.96 g BSA 864 pl CaCl2-H:20 0.48 ml CaClz-H20
mas 2.112 pg &ac. Urico  0.24 g pepsina 0.96 g BSA 86.4 yg BSA
1.2 yg mucina 0.288 g mucina 864 ug pancreatina 1.44 g bilis

144 ug lipasa
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Finalmente se realiza una recirculacion al segundo frasco donde se adiciona las
soluciones correspondientes a las secretadas en el intestino delgado que son el el
jugo biliar y el jugo duodenal a un pH de 6.5 durante 2 h (Versantvoort et al,
2005)(Figura 8).

FIGURA 8 Equipo de simulacion de digestion in vitro

Para observar los cambios en las muestras se midié las concentraciones de
carbohidratos totales, azucares reductores y las proteinas de las muestras antes y

después de pasar por el proceso de la simulacion in vitro.

6.4.1 Determinacidn de carbohidratos totales por el método de fenol-sulfurico
Se prepard una solucidon de la muestra en agua destilada, procurando que los
carbohidratos se encontraran en el intervalo de sensibilidad del método que es de
10- 100 ug/ ml, en tubos de ensayo etiquetados se coloc6 1 ml de la solucién de la
muestra, para cada tubo se adicion6 0.6 ml de solucién acuosa de fenol al 5%,
mezclandolo perfectamente, posteriormente se adicion6 3.6 ml de acido sulfarico
concentrado y se homogenizd, se dejé enfriar a temperatra ambiente durante

aproximadamente 30 minutos y se determind la intensidad del color mediante un
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espectofotometro leyendo la absorbancia a 480 nm, frente a un blanco preparado
de la misma manera utilizando una solucion de agua.

Se calculd la cantidad de carbohiratos totales presentes en la muestra a partir de
una curva patron preparada con glucosa tratada de la misma manera (Dubois et al.,
1956)

La curva de patron se describe en el Anexo 1.

6.4.2 Determinacién de azlcares reductores por el método de &cido di-nitro
salicilico (DNS)

Para la preparacién del reactivo DNS se agregan 0.4g de hidréxido de sodio
(NAOH), 7.5 g de tartrato de sodio y potasio (Sal de Rochelle) y 0.25g de DNS, y
aforar a 25 ml con agua destilada.

Se tom6 1 ml de la solucion acuosa de la muestra, se adicioné 1 ml del reactivo
DNS y se calenté durante 5 min en un bafio de agua hirviendo, se dejé enfriar y se
diluyé con 10 ml de agua destilada. Se midio la absorbancia a 540 nm frente a un
blanco de reactivos y agua tratados igual que la muestra.

Se cuantificaron los azucares reductores interpolando los valores de la absorbancia
obtenida en una curva estandar preparada con glucosa en concentraciones de 0.2
a 2 mg/ ml (James, 1999).

La curva de patrén se describe en el Anexo 2.

6.4.3 Determinacion de proteinas por el método de Bradford

Se colocé en un tubo de ensaye etiquetado 0.1 ml de la muestra en solucion con
agua destilada, posteriormente se le adiciond 5 ml del reactivo azul de Coomasie,
se mezcld con un vortex o por inversion del tubo, se dejo reposar durante 5 min a
temperatura ambiente, y se midio la absorbancia a 595 nm frente a un blanco de
reactivos.

La concentracion de proteinas se calculo a partir de una curva patron preparada con
una solucién de albamina de suero bovino de 1 a 10 mg/ ml, tratada de la misma

manera que la muestra.
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La curva de patrén se describe en el Anexo 3.

6.5 Evaluacion del efecto prebidtico in vitro

6.5.1 Cinéticas de crecimiento con bacterias probiéticas

Para la reactivacion de las cepas Lactobacillus rhamnosus, Bifidobacterium animalis
y Enterococcus faecalis se tomaron 100 ul de las cepas almacenadas en glicerol y
10 ml de medio de cultivo Man Rogosa Sharpe (MRS), realizando dos resiembras
posteriores en caldo MRS a 37°C durante 8 h. Las cepas reactivadas se inocularon
al 1% en medio MRS y en medios modificados (MRS y mucilago de cruceta al 1%,
MRS vy cruceta liofilizada al 5%). La cinética se realiz6 durante 28 h haciendo

lecturas a una longitud de onda de 600nm.

6.6 Efecto prebiotico en el modelo murino

6.6.1 Modelo murino experimental con sindrome metabdlico

Para el modelo murino experimental se utiliz6 un modelo descrito por Gonzalez
Romero, 2017 con una pequefia modificacion, se utilizaron ratas Wistar machos
recién destetados, los cuales después de 3 semanas de adaptacion se colocaron
en jaulas individuales en habitacién cerrada bajo ciclos de luz oscuridad (12h) a
temperatura controlada de 24 ° C, administrando en los ciclos de oscuridad para
respetar el ciclo natural del roedor. Las ratas se dividieron en cuatro grupos de
estudio cada grupo con una poblacion de cinco ratas, distribuidos de las siguiente
manera: el primer grupo represento el testigo sano con una dieta comercial en pellet,
y los grupos 2, 3y 4 son los grupos que fueron inducidos a sindrome metabdlico,
los grupos 3 y 4 se implementd la administracién de tratamientos de mucilago de

cruceta y cruceta liofilizada como se muestra en la Figura 9.
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Figura 9 Modelo de sindrome metabdlico en ratas

Para la induccién a sindrome metabdlico se administr6 una dieta con los
componentes que se muestran en la Tabla 6, para los casos de los tratamientos con
la adicion del 1% de mucilago de cruceta y 5% de cruceta liofilizada

respectivamente.

TABLA 9 Formulacion de la dieta para lainduccién de sindrome metabdlico

Cantidad (g) Componente

197.5 Leche condensada

120 Mantequilla

120 Fructosa

350 Alimento comercial molido

12.5 Mezcla de sales Hubble, Mendel y Wakeman

La administracion de los tratamientos se realizo al inicio de la semana 4 hasta la
semana 12 junto con la induccion al sindrome metabdlico como se muestra en la
Figura 10, este modelo se realiz6 de manera simultdnea, al finalizar el estudio se
tomaron las muestras sanguineas para la determinacion de glucosa, colesterol y

triglicéridos utilizando los reactivos de la marca comercial Grupo Mexlab®.
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FIGURA 10 Disefio del estudio

6.6.2 Medicion de glucosa pararealizacion de curva de tolerancia a la glucosa
Se realiz6 una curva de tolerancia a la glucosa, la cual se llev6 a cabo en la semana
10. Para la curva se administrd suero glucosado 25% (0.5 ml/ 100 g de peso)
después de 8 h de ayuno. Se tomaron mediciones de glucosa en sangre con el
aparato FreeStyle Lite puncionando la cola de la rata, a los tiempos 0 (antes de la

inyeccion) y 15, 30, 60 y 120 min después de la inyeccion.

6.6.3 Medicion de presion arterial
Se realiz6 la toma de presion arterial en la semana 11, donde se inmovilizé al roedor

y se procedio a hacer la toma de presion con un baumandmetro infantil.

6.6.4 Evaluacion de pardmetros séricos relativos al sindrome metabdlico

6.6.4.1 Determinacion de glucosa en suero
Para la determinacion de glucosa, esta reacciona con el reactivo enzimatico que
contiene una mezcla de las enzimas glucosa oxidasa (GOD) y peroxidasa (POD).

En la primera etapa la glucosa es oxidada a acido glucoénico por la accion de la
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enzima GOD, liberandose como producto H202, el cual en una reaccion mediada
por la enzima POD, reacciona con el acido p-hidroxibenzoico y 4-aminoantipirina
produciéndose un compuesto coloreado con un maximo de absorcién a 505 nm, en
cantidad proporcional a la cantidad de glucosa que se encuentra presente en la
muestra.
B- D-Glucosa + Oz + H20 -8R Acido glucénico + H202
H202 + Fenol + 4-AF 2925 Quinona + H20

Para llevar a cabo la prueba, las muestras fueron descongeladas y los reactivos se
mantuvieron a temperatura ambiente, se utilizo 1 ml de reactivo y 10 ul de un
calibrador con una concentracion conocida de glucosa y la muestra como se
observa en la Tabla 10, en cada reaccién con un periodo de incubacion de 5 min a
37°C, posteriormente se midio la longitud de onda a una absorbancia de 505 nm.

TABLA 10 Determinaciéon de glucosa sérica

Blanco Calibrador Desconocido
Muestra - - 10 pl
Calibrador - 10 pl -
Reactivo 1000 pl 1000 pl 1000 pl

Se utilizaron las siguientes férmulas que se muestran a continuacion para sacar el

factor y la concentracion de glucosa en las muestras.

Concentracion del calibrador

F =
actor Absorbancia del factor

m
Glucosa (d_lg) = Factor x Absorbancia de la muestra

6.6.4.2 Determinacion de colesterol en suero
El colesterol se determina por accion de las enzimas colesterol éster hidrolasa y

colesterol oxidasa. La primera libera el colesterol de los ésteres de colesterol, y la
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segunda oxida el colesterol libre produciéndose peroxido de hidrégeno, el cual en
presencia de la enzima peroxidasa reacciona con el sistema cromogénico dando

origen a un compuesto coloreado que absorbe a 505 nm.

Esteres colesterol + H,O-SHE> Colesterol + Acidos grasos
Colesterol + Oz £HOR> 4- Colestenona + H202
2H20 + Fenol + 4- Aminofenazona  ©HOR> Quinonimina + 4H20>

Para llevar a cabo la prueba, las muestras fueron descongeladas y los reactivos se
mantuvieron a temperatura ambiente, se utilizé 1 ml de reactivo y 10 ul de un
calibrador con una concentracion conocida de colesterol y la muestra como se
observa en la Tabla 11, en cada reaccion con un periodo de incubacion de 5 min a
37°C, posteriormente se midid la longitud de onda a una absorbancia de 505 nm.

TABLA 11 Determinacion de colesterol sérico

Blanco Estandar Desconocido
Muestra - - 10 ul
Calibrador - 10 pl -
Reactivo 1000 pl 1000 pl 1000 pl

Se utilizaron las siguientes formulas para sacar el factor y la concentracién de

glucosa en las muestras.

Concentracion del calibrador
Absorbancia del factor

Factor =

m
Colesterol total (d—ig) = Factor x Absorbancia de la muestra

6.6.4.3 Determinacion de triglicéridos en suero
Los triglicéridos son hidrolizados por una lipasa especifica, liberando acidos grasos

y glicerol. El glicerol es fosforilado por la enzima gliceroquinasa y posteriormente, el
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glicerol-1-fosfato es oxidado a dihidroxiacetona fosfato por la enzima glicerol-fosfato
oxidasa, generandose peroxido de hidrogeno. Posteriormente, en una reaccion del
tipo Trinder la cual se utiliza para determinar salicilatos, el peroxido de hidrogeno
reacciona con 4- Aminoantipirina y el acido 3,5-Dicloro-2-Hidroxibencensulfénico
para producir por medio de la enzima peroxidasa un compuesto coloreado, en
cantidad proporcional a la concentracion de los triglicéridos presentes en la muestra,

midiéndose la longitud de onda a una absorbancia de 520 nm.

Triacilglicéridos + H.O —LEL>  Glicerol + Acidos grasos libres
Glicerol + ATP —CEK> G3P + ADP
Glicerol + Oz €EQ> DAP + H20:
H202 + p- clorofenol + 4- AF -£Q2> Quinona + H20

Para llevar a cabo la prueba, las muestras fueron descongeladas y los reactivos se
mantuvieron a temperatura ambiente, se utilizé 1 ml de reactivo y 10 ul de un
calibrador con una concentracion conocida de colesterol y la muestra como se
observa en la Tabla 8, en cada reaccion con un periodo de incubacién de 5 min a

37°C, posteriormente se midio la longitud de onda a una absorbancia de 520 nm.

TABLA 12 Determinacién de triglicéridos séricos

Blanco Calibrador Muestra
Muestra - - 10 pl
Calibrador - 10 i -
Reactivo 1000 pl 1000 pl 1000 pl

Se utilizaron las siguientes formulas para sacar el factor y la concentracién de

glucosa en las muestras.

Concentracion del calibrador

Factor = Absorbancia del factor
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m
Triglicéridos (d—;g) = Factor x Absorbancia de la muestra
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7 RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Recoleccion de las muestras de cruceta

Las muestras fueron recolectadas en el rancho “ La Chapulina” en la localidad del
Espinal de Santa Barbara en el municipio de Soledad de Doblado, Veracruz, se
escogieron muestras tiernas al corte (Figura 11), se llevaron al laboratorio de
Genética Aplicada de la UNIDA en el Instituto Tecnolégico de Veracruz, en donde
se les realiz6 una limpieza profunda lavandolas con agua y jabon, posteriormente
se desinfectaron con una solucion de cloro y finalmente se enjuagaron con agua

destilada para quitar cualquier impureza restante.

FIGURA 11 Cruceta lavada y desinfectada tierna al corte

7.2 Extracciéon del mucilago de cruceta

Se realizé el montaje de la técnica para la extraccion del mucilago de Acanthocereus
tetragonus, de acuerdo con Rodriguez-Gonzalez et al., 2014, modificando
adicionalmente pardmetros como: relacién cruceta/agua y relacién de

mucilago/etanol. La modificacion de estos parametros se realiz6 de la siguiente
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manera: 1) la relacion cruceta/agua: 1:1, 1:2, 1:3y 1:4 (w/v), 2) la relacién de mezcla
en solucion de mucilago/etanol: 1:1, 1:2, 1:3 (v/v), utilizando como condiciones
Optimas para la extraccién un tiempo de calentamiento de 1 h a 80 °C y un pH de 4.

Se obtuvieron los siguientes rendimientos descritos en la Tabla 13:

TABLA 13 Rendimientos obtenidos en la extraccién del mucilago de cruceta

1.1 1:2 1:3 14
1:1 0.0055 g/g 0.0064 g/g 0.0060 g/g 0.0063 g/g
1:2 0.0057 g/g 0.0095 g/g 0.0061 g/g 0.0056 g/g
1:3 0.0054 g/g 0.0054 g/g 0.0084 g/g 0.0060 g/g

La formula utilizada para calcular el rendimiento fue la siguiente:

gramos obtenidos de mucilago

Rendimiento =
gramos de cruceta

Se observa que con una relacion de cruceta/agua 1:2 y una relacion de
mucilago/etanol de 1:2, se obtuvo el rendimiento mas alto para la extraccion. De
igual manera se realiz0 la extraccion del mucilago de nopal, obteniendo un
rendimiento de 0.0247 g/g, con estos datos podemos comparar y observar que la
cruceta tiene menor rendimiento en comparacion con nuestra muestra de
comparacion que fue el nopal, los datos obtenidos en el rendimiento de la extraccion
del mucilago de nopal coinciden con los reportados por Rodriguez- Gonzalez
(2014), las diferencias que existen en el rendimiento entre el nopal y la cruceta
pueden atribuirse a la época de corte de la planta y el ambiente en el que fue
cultivado, asi como muy importante recordar la composicion de cada uno, ya que el
nopal contiene mayores cantidades de carbohidratos en comparacién con la
cruceta, recordando que ambas plantas pertenecen a la familia de las cactaceas

esperamos tener rendimiento similares.
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7.3 Caracterizacion del mucilago de Acanthocereus tetragonus

7.3.1 Determinacion de la capacidad de retencién de agua del mucilago de
cruceta

La capacidad de retencion de agua (WHC, por sus siglas en inglés) es una
propiedad funcional que indica la capacidad de la muestra para incluir agua, esta es
de importancia en relacion con la formulacion y procesamiento de alimentos altos
en fibra, ya que de esta dependera en gran medida el nivel maximo de incorporacion
de fibra. EI mucilago de cruceta mostro una capacidad de retencién de agua de 0.7

g/g de mucilago como se muestra en la formula.

whc = 2328 _ (5
“05g g8/8

En comparacion con estudios reportados por Bayar et al., 2016, la capacidad de
retencion de agua que mostro el mucilago de nopal fue de 7.1 g/g utilizando las
mismas condiciones, la capacidad de retencion de agua de las fibras dietéticas tiene
relacién con la porosidad de la muestra, tamafio de particula y pH. Con estos datos
podemos darnos cuentas que el mucilago de cruceta presentd una baja capacidad
de retencion de agua, cuando tenemos una alta capacidad de retencion de agua

esta también incrementara la viscosidad del jugo intestinal (Zambrano, 2011).

7.3.2 Caracterizacion quimica de la cruceta 'y su mucilago

Se realizd la caracterizacién quimica tanto de la planta como del mucilago de
cruceta obtenieno los resultados descritos en la Tabla 15 y 16, donde la Tabla 15
corresponde al andlisis proximal de la planta y la Tabla 16 al andlisis proximal del
mucilago de cruceta, podemos concluir que la planta completa tiene una cantidad
de humedad de casi el 100%, después de la extraccién y el secado del mucilago de
la planta solo se preservd un porcentaje de humedad del 9%, y todos los

componentes se concentraron, obteniendo un 20% de carbohidratos y un 19% de
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proteinas en el mucilago de cruceta, esto en comparaciéon con estudios previos
realizados en nopal por Perez-Sanchez en el 2015, donde obtuvieron una
concentracion de proteinas de solo 6%.

TABLA 14 Caracterizacion quimica de la cruceta

Componente Resultado por cada
100g
Humedad (g) 94.18
Cenizas (9) 0.68
Grasa (g) (extracto etéreo) 0.10
Proteina (g) 1.09
Fibra dietética (g) 2.94
Carbohidratos digeribles 1.01

totales (g) base seca

TABLA 15 Caracterizacion quimica del mucilago de cruceta

Componente Resultado por
cada 100g
Humedad (g) 8.97
Cenizas (Q) 22.87
Grasa (g) (extracto etéreo) 1.03
Proteina (g) 18.75
Fibra dietética (Q) 28.60
Carbohidratos digeribles totales (Q) 19.78
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7.3.2.1 Determinacion de monosacéaridos del mucilago de cruceta mediante
una hidrdlisis &cida

Se realiz6 la hidrolisis acida con &cido clorhidrico 2 N, para romper los enlaces
glucosidicos de la muestra y poder observar que carbohidratos componen al
mucilago de la muestra, en estudios ya realizados con nopal, se ha observado que
el mucilago de nopal contiene galactosa, arabinosa, xilosa y ramnosa, como las
principales unidades de azUcares, asi como acido galacturénico. En la Figura 12
propuesta por Saenz et al., 2004, el mucilago de nopal presenta una cadena
principal lineal con repeticiones de B (1-4) acido galacturénico y a(1-2) ramnosa
ligado con cadenas laterales de oligosacaridos.

- (p-GalA-0(152)-L-Rha- P - (14)) , -
4

-

P

Gal 3 R
5

F— 4 Gal 3 «

al 3 R

D520 A®==0DT =

R = arabinose o xylose

FIGURA 12 Estructura propuesta del mucilago de nopal (Saenz et al., 2014).
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7.3.2.2 Determiancién de monosacaridos por cromatografia en capa fina (TLC)
La cromatografia en capa fina es un proceso que se utiliza para separar moléculas
relativamente pequefias como los azUlcares, en la Figura 13 podemos observar la
separacion de los azucares que conforman al mucilago de nopal y al mucilago de
la cruceta, utilizando como estandares arabinosa, ramnosa, xilosa, &acido
galacturonico, fructosa, glucosa, galactosa, podemos observar que para la muestra
del mucilago del nopal hidrolizado coinciden los estdndares de arabinosa, xilosa,
acido galacturénico y ramnosa, mientras que con la muestra del mucilago de la

cruceta hidrolizado solo coincide con el estandar de acido galacturénico.

Wn&frmmm 4

E 3 4 & ¢ o

FIGURA 13 Monosacaridos en TLC y muestra de cruceta hidrolizada; 1:
arabinosa, 2: glucosa, 3: xilosa, 4: acido galacturénico, 5: fructosa, 6:
galactosa, 7: ramnosa, 8: mucilago de nopal, 9: mucilago de cruceta. Placa
revelada con anisaldehido
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7.3.2.3 Determinacién de grupos funcionales mediante espectofotometria de
infrarrojo por transformada de Furier (FTIR)

En los espectros de infrarrojo de las muestras de mucilago de cruceta y nopal que
se muestran en la Figura 14 y 15 respectivamente, podemos observar en la region
de 3270-3286 cm™ que representa el estiramiento de los grupos hidroxilo, para
2919.89 cm corresponde a las vibraciones de estiramiento simétricas del grupo
CH del éster metilico del acido galacturdnico, esta banda refleja el sitio de unién de
lones que pueden interactuar con el agua y facilitar la capacidad gelificante de las
fracciones. El pico en 1253.27cm™ indica la presencia de grupos acetilo. Mientras
gue el area entre 800-1200 cm™ es la regién para la huella digital de carbohidratos
y permite la identificacion de algunas caracteristicas de grupos funcionales de
polisacaridos tales como estiramiento (C-O-C), flexion (O-H) y deformacion (CH3).
Las bandas a 851.41 cm™ y 841.55 cm™ indican los principales enlaces que son a-
glucosidicos. Los picos a 1651.06 cm™, 1621.24 cm™* y 1567.89 cm™ se atribuyeron
a la vibracion de estiramiento de grupos carboxilicos libres. El pico a 1409.65 cm™
gue se refiere a la presencia de acidos carboxilicos libres. Los picos de absorcion a
1146.70y 1012.91 cm se atribuyen a la banda C-O-H de alcohol primario, mientras
gue los picos 1148.43 y 1015.53 cm* se atribuyen a la D-arabinosa.

Al comparar ambos espectros de infrarrojo podemos observar que el mucilago de
cruceta y nopal tienen grandes similitudes en cuanto a sus compuestos, ya que

ambas plantas pertenecen a la misma familia.
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7.3.2.4 Andlisis de compuestos bioactivos mediante cromatografia en placa
fina (TLC)

Se realiz6 un analisis de compuestos bioactivos mediante TLC donde se logré
observar la presencia de flavonoides con capacidad antioxidante. En Figura 16
podemos observar el mucilago, la pectina y la planta de A. tetragonus, utilizando
como estandares al acido ferdlico y la catequina, en donde las tres muestras de
cruceta (cruceta entera, mucilago y pectina) coinciden con la presencia de acido
ferdlico. También se observan otras dos bandas con un Rf menor en cruceta entera
y mucilago con capacidad antioxidante, estas pueden corresponder a los
flavonoides. Se utiliza como revelador DPPH para poder visualizar la capacidad
antioxidante en color amarillo. En estudios ya realizados se ha demostrado que el
nopal tiene una gran capacidad antioxidante, en el 2017 Bonilla Rivera y
colaboradores, analizaron cinco compuestos flavonoides que se encuentran

presentes en los cladodios de nopal con propiedades antioxidantes y antitumorales.
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Figura 16 Compuestos bioactivos en TLC. F: &cido férulico, C: acido cumarico,
1: cruceta, 2: mucilago de cruceta, 3: pectina de cruceta. Placa revelada con
DPPH.

7.4 Simulacion quimica en el transito gastrointestinal

En la realizacién de la simulacion quimica del transito gastrointestinal se realizaron
las soluciones de saliva, jugo gastrico, jugo duodenal y jugo biliar, donde se utilizé
9 ml de muestra las cuales fueron mucilago de cruceta al 1% (0.099g) y cruceta
liofilizada al 5% (0.45g), y se adiciono 12 ml de saliva, 24 ml de jugo gastrico, 24 ml|
de jugo duodenal y finalmente 12 ml de jugo biliar, al finalizar el tiempo de agitaciéon
con todas las fases, se centrifugo y se recupero el precipitado, y al cual se le
midieron las concentraciones de carbohidratos totales, azucares reductores y
proteinas, para realizar la comparacion antes y después de pasar por el proceso de
digestién, ya que las soluciones contienen enzimas y sustancias que hidrolizan los

componentes de la muestra.

7.4.1 Determinacién de carbohidratos totales por el método de fenol-sulfurico
La concentracion de carbohidratos totales antes del proceso de digestion fue de 791
mg/ml en el mucilago de cruceta, y de 577 mg/ml en la cruceta liofilizada, después
del proceso de digestion la concentracion en el mucilago de cruceta fue de 419
mg/ml la cual disminuyo debido a que en el mucilago los carbohidratos se
encuentran expuestos y pueden ser hidrolizados con mayor facilidad por los
componentes y enzimas de las soluciones que se utilizaron para digestién, en
comparacion con la cruceta liofilizada que después del proceso de digestion la
concentracion de los carbohidratos totales fue de 942 mg/ml, por lo que se observé
un aumento significativo ya que en la composicibn completa la planta los
carbohidratos se encuentran atrapados dentro de la membrana de las células y esta
al pasar por el proceso de digestion es hidrolizada y de esta manera libera los
carbohidratos y se pueden detectar con mayor facilidad.
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7.4.2 Determinacion de azucares reductores por el método de acido dinitro
salicilico (DNS)

En los estudios realizados para medir la concentracion de azucares reductores,
logramos observar un comportamiento similar en cuanto a la concentracion de
carbohidratos totales, ya que las concentraciones que se obtuvieron antes del
proceso de digestion fue de 1054 mg/ml en el mucilago de cruceta, y de 636 mg/mli
en la cruceta liofilizada, de igual manera después del proceso de digestion la
concentracion en el mucilago de cruceta fue de 936 mg/ml el cual también tuvo una
evidente disminucion y debemos atribuirlo a las mismas condiciones ya descritas en
el proceso anterior ya que los azlcares reductores son una parte de los
carbohidratos, y ya se habia medido los carbohidratos totales, en cuanto a la cruceta
liofilizada observamos la misma tendencia ya que la concentracion obtenida
después de pasar por el proceso de digestion fue de 808 mg/ml, y también
observamos el aumento de esta concentracion como en el caso de los carbohidratos

totales.

7.4.3 Determinacién de proteinas por el método de Bradford

Las concentraciones observadas antes del proceso de digestion fueron de 3635
pg/ml para el mucilago de la cruceta y de 1124 ug/ml para la cruceta liofilizada,
después del proceso de digestion se realiz6 la medicion de concentraciones de
proteinas y se observé una disminucién en el mucilago de cruceta la cual tuvo una
concentracion de 2661 pug/ml y un aumento en la cruceta liofilizada el cual tuvo una
concentracion de 2849 ug/ml, con los resultados que obtuvimos los analisis
proximales del mucilago de cruceta y la cruceta, pudimos observar que el principal
componente que podiamos encontrar eran los carbohidratos seguido de las
proteinas. Al cuantificar la concentracion proteica se observa que se encuentran en
mayor proporcion, sin embargo al pasar por el proceso de hidrolisis enzimatica
durante la simulacién del proceso de digestion en el mucilago de la cruceta estas
proteinas fueron hidrolizadas por lo que disminuian, mientras que en la cruceta
liofilizada, la hidrolisis primero rompia la membrana, la pared celular para asi poder

liberar las proteinas y detectarlas con mayor facilidad.
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7.5 Evaluacion del efecto prebiético in vitro

7.5.1 Cinéticas de crecimiento con bacterias probidticas

En las Figuras 17, 18 y 19 se presentan las cinéticas de crecimiento de las cepas.
Enterococcus faecalis, Lactobacillus rhamnosus y Bifidobacterium animalis,
utilizando medio de cultivo MRS y MRS suplementado con cruceta liofilizada y
mucilago de cruceta, en donde podemos observar que el mucilago cruceta favorece
el crecimiento de E. faecalis y L. rhamnosus mientras que con B. animalis no se
observa este comportamiento. En estudios relacionados con el nopal en 2012 por
Guevara- Arauza, se observa un comportamiento similar de las bacterias, dado que
el mucilago de nopal favoreci6 el crecimiento de Lactobacillus sp. mientras que la
pectina del nopal favorecio el crecimiento de las Bifidobacterium sp.

En la Figura 17 que representa el comportamiento de E. faecalis, podemos observar
gue el mayor efecto se observa al utilizar el medio MRS suplementado con la cruceta
liofilizada antes de pasar por el proceso de digestion in vitro, y el menor efecto se

observa al utilizar el medio MRS sin ningun suplemento.
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Figura 17 Cinética de crecimiento de Enterococcus faecalis
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En la Figura 18 que representa el comportamiento de L. rhamnosus podemos
observar el mayor efecto al utilizar el medio MRS suplementado con cruceta
liofilizada después de pasar por el proceso de digestion in vitro, y el menor efecto
podemos observarlo cuando utilizamos el MRS sin suplementacion.

En cuanto a la utilizacion del mucilago de cruceta como suplemento para el
crecimiento de estas bacterias, se observa que favorece el crecimiento de ambas
bacterias pero no logra superar a la cruceta liofilizada, ya que en la cruceta liofilizada
podemos encontrar mas componentes como las pectinas, que también favorecen el

crecimiento de las bacterias beneficas de la microbiota intestinal.

0 5 10 15 20 25 30
Tiempo (horas)

—8—MRS MRS + Mucilago MRS + Cruceta === In vitro Mucilago =—=In vitro Cruceta

FIGURA 18 Cinética de crecimiento de Lactobacillus rhamnosus

En la Figura 19 se representa el comportamiento de B. animalis, y podemos
observar que en las primeras 8 horas no existe diferencia significativa entre todos
los medios utilizados, con el paso de las horas se logra observar un efecto
sobresaliente en la utilizacién del medio MRS sin suplementacién, con esto no se
descarta el efecto prebidtico del mucilago de cruceta y la cruceta liofilizada con esta
bacteria.
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Figura 19 Cinética de crecimiento de Bifidobacterium animalis

7.6 Efecto prebidtico en modelo murino
Los resultados que se obtuvieron después de la induccion al sindrome metabdlico
y la administracion de los tratamientos de manera simultanea se representan a

continuacion:

7.6.1 Modelo murino con sindrome metabdlico

7.6.1.1 Consumo de alimento y ganancia de peso corporal del modelo murino
En la Figura 20 se observa el consumo de alimento durante las 12 semanas, donde
podemos observar que el grupo con mayor consumo de alimento es el grupo SMe-
Cruc que pertenece a las ratas que fueron inducidas a sindrome metabdlico y

utilizando como tratamiento la cruceta liofilizada.
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FIGURA 20 Consumo de alimento durante el estudio

Comparandolo con la Figura 21 que muestra la ganancia de peso corporal, este

mismo grupo es el que tuvo menor ganancia de peso, lo cual no es proporcional al
consumo de alimento, el grupo con menor consumo de alimento es el SMe el cual
es el grupo al que se indujo al sindrome metabdlico que fue nuestro testigo enfermo
y de acuerdo a la ganancia de peso corporal este grupo es el de los que tuvieron
una mayor ganancia de peso junto con el SMe-Muc que se indujo a sindrome
metabdlico y se le dio como tratamiento el mucilago de cruceta, en cuanto al grupo
TS que fue el testigo sano, el consumo de alimento aumento conforme el paso de
las semanas y esto fue proporcional a la ganancia de peso. La ganancia de peso
corporal no tuvo diferencias significativas entre los grupos, por lo que con el

consumo de alimento pudimos marcar esas diferencias entre los diferentes grupos.
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FIGURA 21 Ganancia de peso corporal durante el estudio

7.6.2 Curva de tolerancia a la glucosa en el modelo murino

Una de las principales herramientas para el diagnéstico de la diabetes mellitus tipo
Il, que forma parte de los parametros del sindrome metabdlico, es la curva de
tolerancia a la glucosa. En la Figura 22 se muestras que no existe una diferencia
significativa entre los grupos, ya que se observa que todos los grupos muestran un
patron similar en los niveles de glucosa, de igual manera no se encontraron
diferencias significativas entre los grupos al calcular el area bajo la curva. En
estudios realizados por Dupas en el 2017, demuestran que una dieta alta en
carbohidratos provoca sindrome metabdlico, pero en algunas ocasiones no logra
desarrollar diabetes mellitus tipo Il hasta después de las 20 semanas, dado que la
curva se midio a las 10 semanas no pudimos observar diferencias significativas en

la curva realizada.
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Figura 22 Curva de tolerancia a la glucosa

7.6.3 Niveles de presion arterial en el modelo murino

Se realiz6 la toma de presién arterial en la Gltima semana del estudio, obteniendo
valores como se muestran en la Tabla 1, para el grupo TS de 115/73 mmHg, para
el grupo SMe 125/80 mmHg, para el grupo SMe-Muc 107/85 mmHg vy finalmente
para el grupo SMe-Cruc de 110/72 mmHg, tomando como referencia la presion del
grupo TS, los grupos SMe-Cruc y SMe-Muc se encuentran por debajo de este valor,
por lo que la presion en estos grupos podemos considerarla dentro de los niveles
de individuos sanos, por lo que los tratamientos tuvieron un efecto positivo en otro

parametro del sindrome metabdlico que es la hipertension arterial.

TABLA 16 Medicién de presion arterial en modelo murino

TS SMe SMe-Muc SMe-Cruc

115/73+£6.58 125/80+5.83 107/85+591 110/72+ 7.57
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7.6.4 Evaluacion de parametros séricos relativos al sindrome metabdlico

7.6.4.1 Concentracion de nivelas de glucosa sérica en el modelo murino

La glucemia es la concentracion de niveles de glucosa libre en sangre, constituye
una de las variables de mayor importancia para la homeostasis corporal, en la
Figura 23 podemos observar las concentraciones de niveles de glucosa en sangre,
donde la concentracion de glucosa del grupo SMe fue de 215 mg/dl en comparacién
con el grupo TS que fue de 93 mg/dl, los grupos SMe-Muc se encuentra en 78 mg/d|
y SMe-Cruc en 88 mg/dl, los valores de los grupos con tratamientos se encuentran
por debajo del TS el cual tomamos como referencia, por lo que podemos concluir
gue ambos tratamientos tuvieron un efecto positivo para la disminucion de la
concentracion de glucosa en suero. La hiperglucemia es el indicador mas habitual

de la diabetes, el cual es un parametro del sindrome metabdlico.
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FIGURA 23 Concentraciéon de glucosa sérica

7.6.4.2 Concentracion de niveles de colesterol sérico en el modelo murino
El colesterol es un lipido que el organismo necesita para funcionar de manera

apropiada, pero si se encuentra en exceso en la sangre aumenta las probabilidades
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de padecer enfermedades cardiovasculares, en la Figura 24 se muestra la
concentracion de colesterol sérico en los diferentes grupos, donde obtuvimos en el
grupo TS una concentracién de 53 mg/dl la cual se tomé como referencia para
clasificar a los individuos sanos, en los grupos que fueron sometidos a los
tratamientos se obtuvieron concentraciones para SMe-Muc de 50 mg/dl y para SMe-
Cruc 46 mg/dl, los cuales se encuentran por debajo de la concentracién del grupo
TS, mientras que el grupo SMe tuvo una concentracién de 70 mg/dl observando que
este grupo tuvo la mayor concentracion de niveles de colesterol sérico, y esto es
acorde a la dieta a la que fue sometido, con estos resultados también podemos
concluir que los tratamientos de igual manera tuvieron un efecto positivo en otro

parametro del sindrome metabdlico que es la hiperlipidemia.
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FIGURA 24 Concentracidon de colesterol sérico

7.6.4.3 Concentracion de niveles de triglicéridos séricos en el modelo murino
Los triglicéridos se obtienen generalmente de la alimentacion y otros son producidos
por el organismo, el exceso de estos puede producir distintas enfermedades
arteriales, como ateroesclerosis, en la Figura 25 podemos observar los niveles de

triglicéridos séricos en los diferentes grupos donde obtuvimos en el grupo SMe una
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concentracion de 122 mg/dl, y en el grupo TS de 35 mg/dl tomando esta referencia
como los valores normales que deberian tener los grupos, en cuanto a los grupos
gue tuvieron la administracion de los tratamientos obtuvimos una concentracién de
67 mg/dl para el grupo SMe-Muc y de 41 mg/dl para el grupo SMe-Cruc, aunque
estos niveles se encuentra por arriba de nuestra referencia, segun datos
proporcionados por Carpenter en el 2006, los valores que se pueden tomar como
referencia para este tipo de modelo va de 20-110mg/dl, por lo que los niveles
obtenidos en los grupos que se administrd tratamientos se encuentran dentro de los
valores normales y el grupo SMe, se encuentra por arriba de ambas referencias,
finalmente con estos ultimos datos, podemos observar que ambos tratamientos
tuvieron un efecto positivo en otro parametro mas del sindrome metabdlico.
140

120

Trigliceridosmg/dl
[ay} [e1] o
& & 3

B
=]
2]

Pl
=]

0 ' :ﬂ
mTs M SMe o SMe-Muc B sMe-Cruc

FIGURA 25 Concentracién de triglicéridos séricos

64



8 CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

8.1 Conclusiones

En la extraccién del mucilago utilizando proporciones de 1: 2 (p/ v) de cruceta y
agua y una proporcion de 1: 2 (v/v) mucilago y etanol, se obtuvo un rendimiento del
1.6%, aungue este valor es menor que el valor obtenido del rendimiento de nopal,
utilizando este método, es posible aumentarlo cambiando condiciones de pH,
temperatura y tiempo de calentamiento, por el momento el rendimiento de 1.6% de
mucilago de cruceta es el mas alto descrito.

El mucilago de cruceta esta compuesto principalmente por fibra dietética (28.6%)
en compracion con el mucilago de nopal la cual es menor, ya que el mucilago de
nopal tiene un porcentaje del 57.8%, seguida de carbohidratos (19.78%) como acido
galacturonico, ramnosa y arabinosa, y proteinas (18.7%).

La cruceta tiene un efecto prebiotico en el crecimiento bacterias como Lactobacillus
rhamnosus y Enterococcus faecalis.

El consumo de cruceta y su mucilago tienen un efecto benéfico sobre parametros
del sindrome metabdlico (glucosa, colesterol, triglicéridos, presion arterial) por lo

gue puede ser utilizado como terapéutico.

8.2 Recomendaciones

Para concluir con la caracterizacion del mucilago, evaluar mediante HPLC los
carbohidratos que lo componen asi como un aminograma para detectar los
aminoéacidos que forman las proteinas presentes en el mucilago.

Evaluar el cambio de la microbiota intestinal del modelo murino, para observar el
favorecimiento del crecimiento de bacterias benéficas y poder comprobar el efecto
prebidtico de la cruceta in vivo. Utilizando PCR en tiempo real, con primers y sondas
especificas para las bacterias ya estudiadas de manera in vitro.

Realizar los estudios ya demostrados para el mucilago de la cruceta, con la pectina

de la cruceta, hacer una comparacion en el crecimiento de las bacterias benéficas.
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ANEXOS

Anexo 1. Curva de calibracion para la medicion de carbohidratos totales por
el método fenol sulfurico.

Para realizar la curva de calibracién se prepara una solucién patron de glucosa
(1g/L), la cual se adiciona a tubos de ensaye con agua destilada, en las siguientes

proporciones mostradas en la Tabla 17 .

TABLA 17 Diluciones para la preparacion de curva de calibracion para la
determinacion de carbohidratos totales

Agua destilada  Solucion patron

Glucosa

1 10 ml -

2 9 mi 1ml
3 8 mi 2 mi
4 7 ml 3ml
5 6 ml 4 mi
6 5ml 5ml
7 4 mi 6 mi
8 3 mi 7 mi
9 2ml 8 ml
10 1ml 9ml
11 - 10 ml
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FIGURA 26 Curva de calibracion para carbohidratos totales por el método de
fenol-sulfarico
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ANEXOS

Anexo 2. Curva de calibracion parala medicion de azUcares reductores por el
meétodo de DNS.

Se realiza una curva de calibracion con una solucion patron de glucosa (1g/L), la
cual se adiciona a tubos de ensaye con agua destilada, en las siguientes

proporciones mostradas en la Tabla 18 .

TABLA 18 Diluciones para la preparacion de curva de calibracion para la
determinacion de azUcares reductores

Agua destilada  Solucién patrén

Glucosa

1 10 ml -

2 9 ml 1ml
3 8 ml 2ml
4 7 mi 3 mi
5 6 mi 4 mi
6 5ml 5mi
7 4 ml 6 ml
8 3 mi 7 mi
9 2 mi 8 mi
10 1ml 9ml
11 - 10 ml

FIGURA 27 Curva de calibracion para azucares reductores por el método de
DNS
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ANEXOS

Anexo 3. Curva de calibracién parala medicidon de proteinas por el método de
Bradford
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FIGURA 28 Curva de calibracion proteinas por el método de Bradford
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