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RESUMEN:

Se ha demostrado que el xoconostle (Opuntia oligacantha) es una excelente fuente de compuestos con posible
actividad bioldgica, entre sus compuestos se encuentran acidos fenolicos y flavonoides; los cuales tienen efecto
antimicrobiano y antioxidante, efecto similar al mostrado por aceites esenciales como el de naranja, rico en
terpenos y flavonoides. Desgraciadamente este tipo de metabolitos son l&biles, es decir que se degradan
facilmente al estar expuestos al ambiente, por lo que es necesario protegerlos en un sistema estable, como una
nanoemulsién, permitiendo su disponibilidad por un tiempo prolongado. Se compararon muestras de filtrado de
xoconostle, aceite esencial de naranja y nanoemulsion, se determind la concentracion de fenoles totales, actividad
antioxidante mediante DPPH, ademés del crecimiento de Colletotrichum gloesporoides, encontrando que la
nanoemulsién incrementa los compuestos fenodlicos totales (409.37+22.14 mg EAG/mI) incrementando asi la
actividad antioxidante (357.85+29.26 mg EAG/mI). El crecimiento del hongo se ve afectado significativamente
por los compuestos contenidos en la nanoemulsion respecto al testigo (17.1 y 21.25 mm respectivamente).
Con lo cual, es posible elaborar una nanoemulsién que contiene una concentracién importante de fenoles totales,
capacidad antioxidante elevada y un efecto contra el crecimiento de C. gloesporoides, para su posterior
aplicacion en alimentos.
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ABSTRACT:

Several studies had reported that xoconostle (Opuntia oligacantha) is an excellent source of compounds with
possible biological activity, among its compounds are phenolic acids and flavonoids; those compounds have
antimicrobial and antioxidant effect, like that seen by essential oils such as orange, rich in terpenes and
flavonoids. Unfortunately, these metabolites are degraded easily when are exposed to the environment, so it is
necessary to protect them in a stable system, such as a nanoemulsion, allowing their availability for an extended
time. Samples of xoconostle, orange essential oil and nanoemulsion were compared. Concentration of total
phenols, antioxidant activity by DPPH, and the growth of Colletotrichum gloesporoides were determined, finding
that nanoemulsion increases total phenolic compounds (409.37+22.14 mg EAG/mlI) thus increasing antioxidant
activity (357.85+29.26 mg EAG/mI). The growth of the fungus is significantly affected by the compounds
contained in the nanoemulsion compared against a control (17.1 and 21.25 mm respectively). Thus, it is possible
to produce a nanoemulsion containing a significant concentration of total phenols, high antioxidant capacity and
an against growth effect of C. gloesporoides, for their subsequent application in a food matrix.
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INTRODUCCION

Mas del 50% de las pérdidas de frutas y hortalizas frescas son causadas por especies de Colletotrichum
(Awang et al., 2011; Siddiqui y Ali, 2014). Este fitopatdgeno esté distribuido por todo el mundo y
causa antracnosis a plantas frutales tropicales (André et al., 2017). La severidad de esta enfermedad,
conlleva el excesivo uso de fungicidas resultando una practica costosa, poco eficaz y nociva para el
ambiente (Pérez et al., 2003). Recientemente, varios compuestos antifingicos, incluyendo extractos de
plantas han demostrado resultados prometedores para el control de enfermedades postcosecha causadas
por C. gloeosporioides en algunos frutos como papaya, mango y aguacate (Xu et al., 2017).

El xoconostle es un fruto que se utiliza como condimento en la cocina tradicional mexicana. La
cascara, pulpa y el endocarpio del xoconostle son un objetivo atractivo para la industria alimentaria,
respecto a su composicion nutricional, asi como sus propiedades antioxidantes. Estudios anteriores
concluyen este fruto es una buena fuente de compuestos fendlicos, como é&cidos fendlicos y
flavonoides, que proporcionan una elevada capacidad antioxidante (Osorio-Esquivel et al., 2011,
Morales et al., 2012). Sin embargo, estos metabolitos secundarios dependen de su preservacion para
asegurar su estabilidad, bioactividad y biodisponibilidad con lo cual existen bastantes limitaciones para
su posible aplicacién. Ademas, se ha demostrado que estos compuestos presentan una importante
actividad contra algunos microorganismos como Salmonella Typhimurium y Staphylococcus Aureus
(Espinosa-Murioz et al., 2016). La utilizacién de polifenoles encapsulados, es una forma eficiente para
el aprovechamiento de compuestos con actividad bioldgica (Pérez-Alonso et al., 2015).

Existen reportes que muestran las propiedades antimicrobianas, antioxidantes y bio-reguladoras de los
aceites esenciales y por lo tanto pueden ideales para el uso como fungicidas. Su estatus aprobado por la
Food and drug administration (FDA) y su amplia disponibilidad han facilitado la rapida
comercializacion de plaguicidas basados en estos aceites (Sivakumar y Bautista-Bafios, 2014). El
aceite esencial de naranja tiene una marcada estabilidad antioxidante y antimicrobiana que se atribuye
a la presencia de a-tocoferol y D-limoneno; pero esta actividad antioxidante no sélo puede atribuirse
exclusivamente a un componente especifico, sino a una actividad sinergista de los compuestos que
tiene este aceite (Vargas-Arispuro et al., 1998).

En los Gltimos afios, la nanotecnologia ha sido introducida con éxito en el campo de los alimentos
debido a sus diversas ventajas, incluyendo tamafio pequefio, alta relacion superficie-volumen, elevada
solubilidad, aumento de la estabilidad, entre otras (Hak et al., 2012). Esta tecnologia ha sido
ampliamente estudiada en diferentes formas, una de ellas son las nanoemulsiones. Una nanoemulsion
es una dispersion coloidal termodindmicamente metaestable con gran potencial para resolver los
problemas de solubilidad y estabilidad de sustancias activas naturales. Se conforma de una fase acuosa
y una oleosa. En comparacion con la emulsion tradicional, la nanoemulsion es translicida y posee
multiples beneficios significativos y competitivos, tales como tamafio de particula mas pequefio,
aumento de solubilizacién de ingredientes hidréfilos o hidréfobos y alta estabilidad cinética y
termodinamica frente a la agregacion y coalescencia (Erramreddy et al. 2014, Kim et al., 2014; Li et
al., 2017) Ademas, se cree que el mismo componente encapsulado presenta una actividad
antimicrobiana més alta en comparacion con los compuestos sin encapsular (Zahi et al., 2017).

El objetivo de este trabajo fue determinar la actividad antioxidante de la nanoemulsion W/O de
xoconostle y aceite esencial de naranja y evaluar el efecto contra el fitopatdgeno Colletotrichum
gloesporoides.

En el presente trabajo se encontrd que la nanoemulsion es un método estable y eficaz para mantener
compuestos con actividad bioldgica, permitiendo la disponibilidad de estos para posibles aplicaciones
en matrices alimentarias, por ejemplo, extendiendo la vida de anaquel retardando el crecimiento de un
fitopatdgeno.

MATERIALES Y METODOS

Se utiliz6 xoconostle variedad Opuntia oligacantha var. Ulapa obtenido en el municipio de

Tezontepec de Aldama, estado de Hidalgo. Se utilizaron frutos en estado de madurez fisioldgica. La
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extraccion y filtrado de los compuestos bioactivos fue realizada de acuerdo al trabajo realizado por
Pérez-Alonso et al., 2015. La nanoemulsion fue del tipo agua en aceite W/O; para su elaboracion los
porcentajes que se utilizaron fueron: 70% de aceite de naranja (REASOL), 10% del filtrado de
xoconostle y 20% de lecitina de soya en estado liquido como tensoactivo (REASOL). Esta mezcla se
sometid a ultrasonido (Ultrasonido Sonics Vibra-cell) con sonda de 6 mm de didmetro durante 20
intervalos de 50 segundos de sonicacion con periodos de descanso de 10 segundos usando 80% de
amplitud con una frecuencia de 20 kHz, una vez obtenida la nanoemulsion se conservd en refrigeracion
protegida de la luz hasta su analisis y utilizacion. Se realiz6 la comparacion entre el filtrado de
xoconostle, el aceite esencial de naranja y la nanoemulsion.

Determinacion de fenoles totales.

Se utilizd6 el método espectrofotométrico desarrollado por Singleton et al., (1999), para la
determinacion de fenoles totales, las muestras se leyeron a 760 nm. Los resultados se expresan en mg
de &cido gélico por ml de nanoemulsién.

Determinacion de actividad antioxidante por DPPH.

Este método se basa en la reduccion de la absorbancia del radical DPPH por antioxidantes (Brand-
Williams et al., 1995). Se tomé lectura de la absorbancia a una longitud de onda de 515 nm. El
resultado fue expresado en mg de acido ascorbico por ml de nanoemulsion.

Determinacion del crecimiento del Colletotrichum gloeosporioides

Segun la metodologia desarrollada por Rondon et al., (2006) con algunas modificaciones. EI hongo fue
obtenido del laboratorio de anatomia vegetal del Instituto de Ciencias Agropecuarias de la Universidad
Auténoma del Estado de Hidalgo. El efecto de inhibicidn se determind por método difusion en pozo en
medio Papa-Dextrosa-Agar (P.D.A.) inoculadas con C. gloeosporioides. Cada pozo se inoculé con 100
pl de muestra (filtrado de xoconostle, aceite esencial de naranja y nanoemulsién): Las cajas se
incubaron a 28°C, se registré el crecimiento durante 7 dias y el resultado se expresé en mm.

Anélisis estadistico

Se utilizd un disefio completamente al azar. Los resultados fueron analizados por un ANOVA, cuando
existieron diferencias significativas (P<0.05) se utilizé la prueba de comparacién de medias Tukey.

RESULTADOS Y DISCUSION

La figura 1 muestra el resultado de fenoles totales, donde se observa que la menor concentracion se
observo en el filtrado (37.74+0.17 mg EAG/mI de nanoemulsion), del cual se adicioné solo en 10%
para la elaboracién de la nanoemulsion. Se ha reportado que el xoconostle es una fuente importante de
fenoles totales, donde destacan algunos &cidos fendlicos como el protocatecuico, 4-hidroxibenzoico,
cafeico, vanilico, y siringico, ademas de algunos flavonoides como rutina y quercetina (Osorio-
Esquivel et al., 2011). El aceite esencial de naranja también presentd una concentracién importante de
fenoles totales (101.53+4.82), esto debido a que presenta flavonoides como naringina, luteolina, rutina,
kaempferol, y quercetina entre otros (Tenorio-Dominguez, 2016). La concentracion mayor se
encuentra en la nanoemulsion (409.37+22.14 mg EAG/mI), y esto se debe a la combinacidn del filtrado
de xoconostle y el aceite esencial de naranja, ademas del proceso utilizado para la elaboracién de la
nanoemulsion, pues el ultrasonido es un proceso bastante utilizado debido a su eficiencia para la
extraccion de compuestos bioactivos (Espinosa-Mufioz et al., 2016). Se ha reportado que la actividad
antioxidante en extractos naturales es derivada por ciertos compuestos, como los polifendlicos, los
cuales son altamente efectivos como captadores de radicales libres y antioxidantes, es por eso que
existe una elevada correlacion entre los fenoles totales y la actividad antioxidante o algin efecto contra
microorganismos (Pan et al., 2008).
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Figura 1. Resultado para fenoles totales. Los Figura 2. Resultado para DPPH. Los resultados se
resultados se presentan en medias * desviacion presentan en medias + desviacion estandar. Las
estandar. Las letras diferentes indican diferencias letras diferentes indican diferencias significativas
significativas (p<0.05) entre los tratamientos. (p<0.05) entre los tratamientos.

La figura 2 muestra el resultado para la actividad antioxidante mediante la inhibicién del radical
DPPH. Donde se observa que los comp bioactivos presentes en la nanoemulsién se
incrementaron respecto a la adicion del filtrado 'de xoconostle y el aceite esencial de naranja
(357.85+29.26, 27.84+2.16, 79.34+ 16.94 mg EAA/mI respectivamente), lo cual demuestra que los
terpenos y flavonoides presentes en el aceite, como los compuestos bioactivos de filtrado no solo se
mantienen, sino que se incrementan, resultado similar al encontrado para fenoles totales. Existen
diversos reportes de la capacidad antioxidante del xoconostle (Hernandez-Fuentes et al., 2015;
Espinoza-Murioz et al., 2016) y el aceite esencial de naranja (Tenorio-Dominguez, 2016) demostrando
gue son excelentes alternativas para ser utilizados en procesos alimentarios. Lou et al., (2017)
demostraron gque los compuestos presentes en una nanoemulsion (aceite esencial de Citrus medica L.)
son mas estables respecto al tiempo que cuando se encuentran libres. Estas gotitas de tamafio nano
pueden ser estructuralmente favorables para una mayor transparencia, estabilidad acuosa y liberacion
controlada, preservando con ello la bioactividad de los compuestos encapsulados (Ha et al., 2015).

La figura 3 muestra el resultado obtenido en el crecimiento de C. gloesporoides, donde se observan
diferencias entre los tratamientos respecto a tiempo, el testigo (sin adicién) fue quien presentd el mayor
crecimiento desde el dia uno. En el dia 7 se observa que entre el xoconostle y el aceite esencial no
existen diferencias. La nanoemulsién inhibi6 el desarrollo del hongo 4.15 mm respecto al testigo (17.1
y 21.25 mm respectivamente). A pesar que las nanoemulsiones han sido disefiadas y han demostrado
ser eficaces contra bacterias, existen pocos reportes acerca del uso de nanoemulsiones con accion
antifangica, Chang et al., (2012) determinaron que existe un efecto contra Zygosaccharomyces bailii
que depende de la concentracion utilizada. Una mejor comprension de coémo los componentes de aceite
esencial incorporados dentro de las gotitas de nanoemulsién interactdan con las células microbianas
puede conducir al disefio de sistemas de administracién de antimicrobianos eficaces.
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Figura 3. Resultado para el crecimiento de C. gloesporoides. Los resultados se presentan
en medias t desviacion estandar. Las letras diferentes indican diferencias significativas
(p<0.05) entre los tratamientos por dia.

CONCLUSIONES

La encapsulacion de los compuestos fendlicos contenidos en la nanoemulsion no ﬂolo logré
protegerlos, sino que los incrementd considerablemente, al igual quél [apcapacidad antioxidante;
fendmeno atribuido al método utilizado para la elaboracion. Ademas, la nanoemulsion logro retardar el
crecimiento del hongo a comparacion del testigo y los compuestos en forma libre del xoconostle vy el
aceite esencial de naranja, por tanto, los resultados de este estudio tienen implicaciones importantes
para la utilizacion de nanoemulsiones como sistemas de incorporacién de compuestos con actividad
antioxidante y antimicrobiana en la industria alimentaria.
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