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RESUMEN

En Ecuador, las plantaciones de tomate de arbol se encuentran a lo largo de las provincias
de Cotopaxi, Pichincha, Imbabura, Carchi, Azuay, Bolivar, Loja y, principalmente,
Tungurahua. Mayoritariamente, el consumo de esta fruta es consumo interno, siendo
reconocida por el gran contenido de compuestos bioactivos benéficos para el régimen
alimenticio y la salud de la poblacién ecuatoriana. Este proyecto de investigacién tuvo
como objetivo evaluar la capacidad antiinflamatoria y antioxidante de la pulpa de tomate
de &rbol (solanum betaceum) y sus digeridos, mediante la técnica de simulacion
gastroduodenal in vitro. Para ello se utiliz6 el método descrito por Minekus et al, con
ciertas modificaciones. Se usaron 62.63 gramos de tomate de arbol producido en el cantdn
de Patate. De estos se extrajo la pulpa separando la cascara y semillas para posteriormente
realizar la liofilizacién, pulverizacion y simulacion gastrointestinal in vitro. Los reactivos,
materiales y equipos fueron proporcionados a través del fondo econémico del proyecto
de investigacion, y del fondo econdémico que posee la maestria. EI proceso se llevo a cabo
en las instalaciones de la Universidad Técnica de Ambato y en la Unidad de Investigacion
de la Universidad Estatal de Guaranda, provincia de Bolivar. Sobre los resultados
obtenidos se menciona que, la digestion gastrointestinal simulada favorece la liberacion
de compuestos bioactivos; durante la fase gastrica se encuentran fitoquimicos con buena
actividad antioxidante, mientras que en la fase duodenal se evidencian compuestos con
actividad antiinflamatoria. Los hidrolizados de la pulpa de tomate de arbol podrian ser
utilizados como ingredientes funcionales en la industria alimentaria. Los resultados
ayudan a promover el consumo de esta fruta muy valorada en los mercados del primer
mundo. Se recomienda realizar un estudio tomando en cuenta otros componentes del
tomate de arbol como céscara y semillas, lo cual permitira comparar con los resultados
obtenidos en esta investigacion.

Palabras clave: solanum betaceum, simulacion gastrointestinal, actividad
antiinflamatoria, compuestos bioactivos y antioxidantes.
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ABSTRACT

In Ecuador, tree tomato plantations are found throughout the provinces of Cotopaxi,
Pichincha, Imbabura, Carchi, Azuay, Bolivar, Loja and, mainly, Tungurahua. Mostly, the
consumption of this fruit is internal, being recognized for the great content of beneficial
bioactive compounds for diet and health of the Ecuadorian population. This research
project aimed to evaluate the anti-inflammatory and antioxidant capacity of tree tomato
(solanum betaceum) pulp and its digestates, using the in vitro gastrointestinal simulation
technique. The method described by Minekus et al was used, with certain modifications.
62.63 grams of tree tomato produced in the canton of Patate were used. From these, the
pulp was extracted, separating the shell and seeds to later carry out lyophilization,
pulverization and in vitro gastrointestinal simulation. The reagents, materials and
equipment were provided through the economic fund of the research project, and the
economic fund of the master's degree. The process was carried out in the facilities of the
Universidad Técnica de Ambato and in the Universidad Estatal de Guaranda, located in
Bolivar province. Regarding the results obtained, it is mentioned that simulated
gastrointestinal digestion favors the release of bioactive compounds; during the gastric
phase, phytochemicals with good antioxidant activity are found, while in the duodenal
phase, compounds with anti-inflammatory activity are evident. Hydrolyzates from tree
tomato pulp could be used as functional ingredients in the food industry. The results help
to promote the consumption of this highly valued fruit in first world markets. It is
recommended to carry out a study taking into account other components of the tree tomato
such as peel and seeds, which will allow comparison with the results obtained in this
investigation.

Keywords: solanum betaceum, gastrointestinal simulation, anti-inflammatory activity,
bioactive compounds and antioxidants.

Xi
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CAPITULO |

EL PROBLEMA DE INVESTIGACION

Introduccion

El tomate (solanum betaceum) es una fruta cuyo origen alin no es claro, sus primeras
descripciones lo ubican en Per( y Bolivia (Martinez, 2015) y otros en el norte de
Argentina (Godoy, 2017). Se cultiva en la zona andina de Latinoamérica (Peru, Colombia,
Ecuador, Bolivia, Argentina y Venezuela). Sin embargo, no es tradicional de los paises
mencionados y también se puede encontrar en el sur de Europa, Africa y Nueva Zelanda
(Ashtock, 2019). A pesar de tener varios paises en los cuales se reconocen sus
plantaciones, las poblaciones silvestres son pequefias y se restringen a pequefias areas de
los Andes (Ishka, 2020). Morais et al (2022) refiere que es imprescindible disponer de

ejemplares silvestres que permitan su conservacion, mejoramiento y estudio.

En Ecuador, las plantaciones de tomate de arbol se encuentran a lo largo de las provincias
de Cotopaxi, Pichincha, Imbabura, Carchi, Azuay, Bolivar, Loja y, principalmente, en
Tungurahua (INEC, 2017). Mayoritariamente es para consumo interno, siendo reconocida
por su gran contenido de compuestos bioactivos benéficos para el régimen alimenticio y
la salud de la poblacion ecuatoriana. El estudio de estos compuestos presentes en las frutas
de la cosecha andina es un campo investigativo emergente y con gran proyeccion en el

area fitogenética, base de la seguridad alimentaria.

El arbusto de solanum betaceum es descrito por Martinez como: hojas alternantes,
enteras, sus flores son pequefias y de color blanco-rosaceo. La época de florecimiento se
encuentra entre los meses de mayo y junio y, su fruto tiene una forma ovoide con un largo
pedunculo en el que persiste el caliz de la flor. ComUnmente, presenta una piel lisa de
color rojo o anaranjado al madurar, pulpa jugosa acida de coloracion naranja a roja y
numerosas semillas (Ashtock, 2018). Los frutos son comestibles crudos, en ensaladas o
cocidos (Maroles, 2018).
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A pesar de que sus semillas germinan con facilidad, este fruto requiere de ciertas
propiedades climaticas, propias del bosque himedo montafioso, es sensible a las bajas
temperaturas, requiere suelo arenoso con buen drenaje, rico en materia organica y crece

rapidamente.

Hasta la actualidad, el estudio de los beneficios de los compuestos bioactivos del tomate
de arbol es escaso, tomando en cuenta que los niveles de exportacion en el pais son
minimos y que su consumo se encuentra dentro de la base diaria de alimentacion
ecuatoriana. Los conocimientos ancestrales de las comunidades y nacionalidades
autoctonas del Ecuador reconocen las propiedades curativas del tomate de arbol, ya sea
al consumirlo o en su uso como parte de la medicina ancestral (Murica, 2015). Sus usos
medicinales se relacionan a las afecciones de garganta, amigdalas y gripe, asi como

problemas hepaticos (Santez, 2019).

A través de esta investigacion, se pretende evaluar la actividad antiinflamatoria de los
compuestos bioactivos del tomate de arbol (solanum betaceum) liberados durante la

simulacion de la digestién gastroduodenal in vitro.
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Justificacion

El Ecuador es uno de los paises en los que, su ubicacion geografica y condiciones
agroclimaticas, favorece el desarrollo de una diversidad de frutas cultivadas en los
diferentes microclimas que se encuentran en las regiones ecuatorianas. No so6lo favorece
la produccion anual de frutas sino una alta calidad del producto final, conserva sus
propiedades naturales y permite se aproveche enteramente del mismo.

El tomate de arbol es una fruta exdtica y cotizada a nivel internacional, sus caracteristicas
organolépticas diferenciales conllevan a que sea exportada por toneladas a paises como
Estados Unidos y Espafa (Alberta, 2015; Benito, 2018). En Ecuador, son ocho genotipos
cultivados en las diversas provincias: amarillo, negro, redondo, puntén, rojo, amarillo
gigante, mora neozelandesa y mora ecuatoriana (Morales, 2014). Es especialmente
apreciado por la gran cantidad de antioxidantes que posee, entre ellos: carotenos,
polifenoles, flavonoides y antocianinas (presencia de la coloracion morada). Estos actuan
en la prevencion de enfermedades como alergias, degeneracion cardiovascular, y otros
(Morales, 2014).

La digestion gastroduodenal es un proceso fundamental para la salud, es el conjunto de
reacciones fisiolégicas que produce la degradacion de los alimentos consumidos,
transforma las macromoléculas y facilita su absorcién en el organismo (Bastian, 2020).
Por esta razon, esta investigacion se enfocé en evaluar la capacidad antiinflamatoria de
los compuestos con actividad bioldgica liberados durante la simulacion de la digestion

gastrointestinal in vitro.
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Objetivos

General

Evaluar la actividad antiinflamatoria de los compuestos bioactivos del tomate Solanum
betaceum, liberados durante la simulacién de la digestion gastroduodenal in vitro.

Especificos

e Evaluar la presencia de componentes bioactivos con actividad antiinflamatoria y
antioxidante del tomate Solanum betaceum, tras el proceso de digestion
gastroduodenal in vitro.

e Comparar la actividad antiinflamatoria y antioxidante de los digeridos gastricos y
duodenal a partir de la pulpa del tomate Solanum betaceum.
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CAPITULO 1I

ANTECEDENTES INVESTIGATIVOS

Sobre las investigaciones realizadas en la variedad solanum betaceum, no existen muchos
trabajos referentes a sus compuestos bioactivos, sin embargo, existe informacién sobre
aspectos importantes de la plantacion y produccion alrededor del mundo. Uno de los mas
recientes fue realizado en China, el mismo que describi6 el genoma completo del
cloroplasto presente en el arbol del tomate de arbol y, en consecuencia, en su fruto (Shin
Mi et al., 2021). El principal objetivo fue proveer informacion util sobre la evolucion del
arbol de solanum betaceum para su mejoramiento y produccién. Linjin et al., (2020)
investigaron sobre las caracteristicas de acumulacion de selenio (Se) y la tolerancia de las
plantulas del tomate de &rbol bajo diferentes concentraciones de Se en el suelo.
Encontraron que la concentracion de 5mg/kg aumentd la biomasa de las plantulas,

mientras que otras concentraciones (10, 25y 50 mg/kg) inhibieron el crecimiento de estas.

En Kenia, se presentd un estudio que se refiere a la afectacion de las plantaciones de
solanum betaceum en diversas provincias por el virus del tabaco etiope (Kinoga et al.,
2021). Esta investigacion se centro en los sintomas asociados con el virus, que incluyen
malformacion de las hojas, rizado y bandas de venas, mosaicos y coloracion amarillenta
en granjas de cultivo de tomate de arbol. Debido a la infeccion mixta con PVY, los
sintomas no pueden atribuirse Unicamente a ETBTV y al satRNA. Kinoga et al (2016),

reportaron que la presencia de un virus auxiliar todavia esta bajo investigacion.

En una investigacion realizada en Nueva Zelanda, Thanh, Rush y Yoo (2019)
describieron las propiedades bioactivas y las aplicaciones potenciales del tomate de arbol.
En esta revision, se resume la composicién quimica y las propiedades bioactivas del
tomate de arbol de ocho paises diferentes (Argentina, Brasil, Colombia, Ecuador, Nueva
Zelanda, Malasia, Panama y Taiwan).Esta investigacion describe y compara las
caracteristicas de del tomate de arbol y otras frutas segin sus condiciones de cultivo y
fuentes geogréficas entre ellos: carbohidratos, fibra dietética, vitaminas, minerales,
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volatiles, compuestos fenodlicos, antocianinas, contenido fendlico total y actividades

antioxidantes. Los resultados encontrados demuestran que el tomate de arbol posee mayor
actividad antioxidante que las manzanas y los kiwis, ademéas sus propiedades
antimicrobianas y antifingicas recientemente reportadas lo hacen alin mas atractivo como

ingrediente funcional para mejorar la vida util de los alimentos.

En Indonesia, Li y Li (2021) estudiaron la citotoxicidad y la actividad antiinflamatoria
del tomate de arbol mediante la estimulacién lipopolisacarida del extracto de la piel. Se
identifico los compuestos bioactivos en la cascara y las semillas del tomate que son
comunmente desechados. Los resultados revelaron que el extracto de la piel del solanum
betaceum, puede reducir la produccion de los marcadores inflamatorios denominados
PGE-2, TNF-ay IL-1B durante la estimulacion de lipopolisacaridos. Concluyeron que, la
piel del tomate de arbol contiene caracteristicas antiinflamatorias que reducen la

produccion de PGE-2.

En Latinoamérica, Orqueda et al. (2020) realizaron un estudio en una variedad endémica
de Argentina llamada coloquialmente chilto rojo. Esta investigacién tuvo como objetivo
evaluar la potencialidad de la pulpa, semillas y piel del tomate chilto rojo como un
ingrediente funcional nativo del bosque Yungas. Para esto, utilizaron la técnica de
simulacion de la digestion gastroduodenal, en la cual se encontr6 que el tomate chilto rojo
sirve como suplemento dietario para prevenir sindromes metabdlicos debido a sus

propiedades antioxidantes, hipoglicemicas y efectos hipolipémicos.

Mientras que, en Ecuador, una investigacion reciente realizada por Montero et al. (2022)
se enfoco en la evaluacion de la acumulacion de cadmio en las células de tomate de arbol
mediante la deteccion electroquimica indirecta de péptidos ricos en cisteina. Este estudio
evalud la posibilidad de utilizar la planta de tomate de &rbol como un indicador de
contaminacion por metales en plantas y a la vez examinar su capacidad de acumulacion.
Montero et al (2014) , encontraron que las células de solanum betaceum si acumula
cadmio y la determinacion de CRp es una alternativa valida para la deteccién de

contaminacion por metales pesados en plantas.
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Asimismo, Acosta et al. (2015) se refieren a los diferentes compuestos quimicos

presentes en distintos tipos de tomates de arbol. Este estudio encontr6 que, los azucares
solubles y &cidos organicos mas importantes fueron la sacarosa y el &cido citrico,
respectivamente. Estos datos indican que la diversidad encontrada puede explotarse para
la seleccion y mejoramiento para el desarrollo de la solanum betaceum como cultivo

comercial.

Fundamentacidn Epistemoldgica
Tomate de arbol (Solanum betaceum)

El tomate de arbol (solanum betaceum) es un fruto tropical cultivado en varios paises de
Europa, Latinoaméricay Asia (Gudino, 2017). Pertenece al grupo de las frutas semiacidas
y es considerado exotico por el sabor, aroma y color (Cazapas, 2015). A continuacion, se

describe los origenes y distribucion de este producto.

Figura 1. Tomate de arbol
Fuente: La Palma, 2015
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Origen y distribucion del tomate de arbol

Aunque su origen exacto es un enigma cientifico, se reconoce que los paises en los que
su crecimiento silvestre son, en su mayoria, localizados en Latinoamérica. Al ser una
planta con una amplia diversidad genética, varios estudios ubican su epicentro de
crecimiento en las selvas y bosques del sur de Bolivia, asi como al noroeste de Argentina
(Cuesta, 2019). Mientras que, la domesticacion de este arbusto inicié en el norte de Per(
y al sur de Ecuador (Gasillo, 2020).

1. Cotopaxi
2. Tungurahua
3. Chimborazo

Figura 2. Provincias del Ecuador que producen tomate de arbol
Fuente: Moreno, Molina, Ortiz, Pefiafiel, Moreno, 2020
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Descripcion botanica
El tomate de arbol se le reconoce como una baya, esta se encuentra suspendida de un
pedunculo largo, puede encontrarse solitaria o en racimos (Moreno et al, 2016). Segun el
genotipo, la forma de la baya puede variar, siendo generalmente ovalada o esférica. El
tamafio del fruto comprende de 4 a 10 centimetros de largo y de 3 a 5 centimetros de
diametro. este crecimiento dependera de las condiciones de cultivo de la planta,
condiciones climaticas y ambientales, ademas, de la edad del cultivo (Acosta et al, 2020).
Los cultivos jovenes (de uno a un afio y medio de edad) presentan frutos de tamafios

superiores, dependiendo de la cantidad de nutrientes asimilados.

Sobre el epicarpio, se presenta delgado, liso y mayormente brillante cuyo color depende
del genotipo (Esperanza, 2020), en etapas tempranas conservan la coloracién verde y
cambia en estadios maduros a amarillo, anaranjado, rojo o purpura. Mientras que, el
mesocarpio es firme, jugoso y agridulce con un aroma Unico y agradable (Martuez, 2015).
Difunde los pigmentos del arilo gelatinoso de las semillas, esto se puede evidenciar en el
corte transversal que rompe el material mucilaginoso y permite la propagacion del color
del pigmento en el area de corte (Rapes, 2018). Finalmente, el endocarpio se encuentra
divido en dos partes por un tabique delgado, este contiene numerosas semillas
comestibles planas circulares y lisas, su tamafio varia de 2 a 4 milimetros de didmetros,
son de color amarillento o pardo oscuro y se encontraran rodeadas de la sustancia

mucilaginosa que sera amarilla o purpura oscuro segun el genotipo.

Figura 3. Corte longitudinal y transversal del tomate de arbol
Fuente: Mandariaga, 2019
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Genotipos cultivados en Ecuador

Debido al cultivo silvestre y abierto del tomate de arbol, no existe una clasificacion
definida de los genotipos del fruto. Esto ya que los cultivares no se conservan puros, al
existir una polinizacion cruzada en los huertos y generando una hibridacion y mezcla del
material genético, reflejando la heterogeneidad de las formas, tamafios y colores (Cuesta
et al, 2021).

A nivel global, existen seis genotipos principales del tomate de arbol: amarillo gigante,
amarillo comin o puntdn, amarillo redondo, morado o mora gigante, morado o mora
comun y morado o mora criollo redondo. Cada uno de estos genotipos toman el nombre
con base en la coloracién de los mucilagos. Bastian (2014) define al hibrido mora
introducido desde Nueva Zelanda que se obtuvo con la cruza de las variantes “Rojo
punton” y “Negro silvestre lojano”, nativos del Ecuador, denominado neozelandés
ecuatoriano. Por otra parte, Mirena (2015) expone que el tomate de arbol tipo rojo-oscuro,
es una variante superior a los otros por ser grande y de mayor calidad, desarrollado en

Nueva Zelanda con material vegetal de la provincia de Loja — Ecuador.

"Y1Y
@ o0¢

Figura 4. Variedades de tomate de arbol
Fuente: Andino, 2021
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Caracterizacion fisica
Para la caracterizacion fisica del tomate de arbol, se definira al tomate mora ecuatoriano,

por ser un genotipo nativo del Ecuador. El fruto tiene forma ovoide, epicarpio morado y
pulpa anaranjado-purpura (Andino, 2021). Sus caracteristicas se presentan en la siguiente
tabla: (ver Tabla 1.)

Tabla 1.
Caracteristicas fisicas del tomate de arbol Mora ecuatoriano.
Caracteristicas Contenido
Peso (g) 92.56+19.76
Largo (cm) 6.59+0.73
Diametro (cm) 5.15+0.47
Relacion (L/D) 1.28+0.10
Firmeza pulpa (kg-f) 7.00£1.8
Color externo (°H) 41+10.68
Color externo (C) 1712.18+81.32
Color interno (°H) 66+21.02
Color interno (C) 619.08+356.84

Fuente: Torres, 2008

Compuestos bioactivos

Los beneficios del consumo de frutas se relacionan con la presencia de los compuestos
denominados fitoquimicos o bioactivos (Torres, 2008). Estas sustancias se dividen en las

siguientes familias quimicas:

Carotenoides

Esta familia quimica estad formada por hidrocarburos poliénicos de hasta ocho unidades
isoprenoides, es decir, poseen esqueletos de 40 &tomos de carbono (La Palma, 2016). En
la naturaleza se encuentran a la gran mayoria en forma de compuestos trans y producen
colores desde el amarillo, naranja y hasta rojo (Esperanza, 2014). Existen dos grupos:
carotenos (estrictamnte poliénicos puros) y xantofilas. Estos se observan de mejor manera

en la siguiente figura:
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Fitoflueno

Figura 5. Estructura molecular de carotenoides comunes en alimentos
Fuente: Minguez, Pérez y Hornero, 2005
En estudios epidemioldgicos y clinicos como los realizados por Esperanza et al. (2015),
Miraflores (2017) y Douglas et al. (2019) se ha correlacionado estos compuestos con la
ingesta dietética de carotenoides en la reducciéon de la deficiencia de vitamina A,

degeneracion macular relacionada con la edad y enfermedades cardiovasculares.

Compuestos fenolicos

Los compuestos fendlicos son sustancias que poseen uno 0 mas anillos aromaticos
(Castillo, 2013), tienen potencial antioxidante al quelar iones metalicos (hierro y cobre)
(Ashley, 2010). Estos compuestos proporcionan el sabor amargo, aroma, color y textura
(Hitch, 2015). En la siguiente figura se observan los principales polifenoles de las frutas:
flavonol, isoflavona, antiocianina, catequina, resveratrol, acido elagico y clorogénico
(Cerna, 2015).
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Figura 6. Principales grupos de polifenoles de alimentos
Fuente: Barberan, 2003
La presencia de estas sustancias en los vegetales y frutas esta influenciada por el genotipo,
germinacion, grado de madurez, procesamiento y almacenamiento (Beltran, 2014).
Existen estudios que confirman la actividad antimutagénica, anticarcinogénica,

antiinflamatoria, antiaterogénica y antimicrobiana (Barberan et al, 2010).

Los compuestos polifendlicos de la dieta mejoran la estabilidad oxidativa de las
lipoproteinas de baja densidad, este proceso se asocia significativamente con el origen de
la arterosclerosis y las enfermedades cardiovasculares (Tyler et al, 2020).

Flavonoides

Son moléculas polifendlicas cuya unidad basica consiste en dos anillos bencénicos
sustituidos (A y B) unidos mediante un anillo heterociclico con oxigeno (C) mayormente.
Hay diversos modelos de sustitucion para los anillos A, B y C, existiendo la posibilidad
de formar numerosos flavonoides diferentes en sus caracteristicas biolégicas y quimicas

(Cerna et al, 2018). Esto se puede observar en la siguiente figura:
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HO O

OH O
OH

Figura 7. Estructura monomérica béasica de los flavonoides
Fuente: Wood, Senthilmohan y Peskin, 2002
Estos compuestos reaccionan facilmente al &cido organico o al azlcar, y es la forma mas
comun en que se los encuentra en los alimentos. Su estructura facilita la solubilidad en
agua, etanol y metanol (Peskin, 2010) sin embargo, son poco solubles en lipidos e inhiben

la oxidacion de la vitamina C en ciertos alimentos (Mortero, 2020)

Antocianinas
Las antocianinas forman parte de la familia flavonoides compartiendo su misma
estructura basica. El catién flavilo (ndcleo central) que construye la antocianidina se une

a los azucares para formar las antocianinas hidroxiladas en 3, 5y 7, difiriendo en la

sustitucion del anillo B, este proceso se observa en la siguiente figura:

o4
. N
OH T
OH O

pelargonidina danidina
H
. 4] . DCHy
3 i He o -
#0n OH
-
dotfiniding peonidina

Figura 8. Estructura de antocianinas relevantes en los alimentos
Fuente: Badui, 2006

El color azul es resultado de la hidroxilacion progresiva (Pelargonidina — cianidina —
delfinina), por el contrario, la glicosilacion y metilacion implican la tendencia a la

coloracion roja (Pelargonidina — pelargonidina — 3 — glucoésido; cianidina — peonidina)
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(Beldwin, 2014). Los antocianos modifican significativamente la coloracién de acuerdo

al pH, esto se observa en la siguiente tabla:

Tabla 2.
Formas del cation flavilo en la antocianina a diferentes pH
Nombre pH Coloracién
Cation flavilo <l Rojo
Cromenol 4-5 Incoloro
Quinoides 6-7 Purpura
Bases anhidras e ionicas 7-8 Azul oscuro
Chalcona 7-8 Amarillo

Fuente: Camacho, 2019

Debido a la deficiencia de electrones en el grupo flavilo, se producen diversas tonalidades
entre el rojo y amarillo (Camacho et al, 2020). Durante la digestion y el paso al torrente
sanguineo en los mamiferos, estos compuestos bioactivos generan efectos terapéuticos en
reduccion de las enfermedades coronarias, efectos anticancerigenos, antitumorales,

antiinflamatorios y antidiabéticas (Hitch et al, 2019).

Vitamina C
Es también llamado acido ascorbico, es una sustancia quimica con estructura de cetona
ciclica, contiene un enol entre los carbonos 2 y 3, haciéndolo un agente &cido y altamente

reductor, siendo facilmente oxidable. A continuacion, se observa la figura del acido L-
ascorbico y el &cido L-deshidroascoérbico, el cual es producto de la oxidacion descrita:
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Figura 9. Estructura quimica de los isdmeros L del &cido ascorbico.

Fuente: Badui, 2006
La vitamina C se encuentra principalmente en las frutas y verduras, interviene en el
cuerpo humano como antioxidante ya que ayuda a las células contra los dafios provocados
por los radicales libres, ademas, es imprescindible en la sintesis del colageno (participa
en la cicatrizacion de heridas), formacion de los huesos, mejora la absorcion del hierro
proveniente de los alimentos de origen vegetal, contribuye al buen funcionamiento del
sistema inmune, interviene en reacciones de formacién de esteroides y aminoacidos
(Vidui, 2018).

Dichos compuestos bioactivos pueden presentar diferentes actividades bioldgicas, las

mismas que se describen a continuacion:

Actividad antioxidante.

Los alimentos de consumo diario contienen antioxidantes en diferentes porcentajes, estos
pueden prevenir los efectos adversos de ciertas especies reactivas en las funciones
fisioldgicas de los seres humanos (Coronado et al., 2015). Las propiedades antioxidantes

afectan tanto en las interacciones quimico — bioldgicas como en el deterioro oxidativo.

Se conoce que el oxigeno es un metabolito esencial para la vida, sin embargo, en casos
donde su actividad no es controlada, puede convertirse en un agente dafiino para el
organismo (Descalzo et al, 2018). El estrés oxidativo es uno de los factores para el
desarrollo de varias enfermedades humanas, ya que es el desequilibrio en el balance de
formaciény destruccion de las especies reactivas del oxigeno (Jeong et al., 2019). Cuando

estas se presentan, la actividad antioxidante toma relevancia como funcion protectora.
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Entre los antioxidantes méas conocidos capaces de absorber radicales, encontramos a las

vitaminas liposolubles E e hidrosoluble C, estas captan los radicales libres e inhiben la
reaccion en cadena de propagacion. Adicionalmente, los compuestos polifendlicos
también pueden ser potentes antioxidantes absorbentes de radicales.

La capacidad antioxidante de los alimentos se determina por la mezcla de compuestos
antioxidantes que poseen diferentes mecanismos de accion. Mo et al (2015), explican que
es0s pueden unirse a polimeros bioldgicos como enzimas, transportadores de hormonas
y ADN. Asi Martinez et al (2017), amplian este concepto afirmando que pueden también
quelar iones metalicos transitorios como: hierro, cobre, zinc y catalizar el transporte de

electrones depurando radicales libres.

Se debe tomar en cuenta que la capacidad antioxidante de los compuestos presentes en
las frutas frescas crudas depende principalmente de factores como: estado de madurez,
estrés, tipo de cultivo, condiciones ambientales, practicas de cultivo y cosecha. Aunque,
Zou et al (2016), sefialan que los cambios mas importantes se dan en el manejo post
cosecha y procesamiento.

Actividad antiinflamatoria

La inflamacion es un proceso fisiopatoldgico basico, es relevante su magnitud ya que un
proceso deficiente puede conducir a una inmunodeficiencia, lo cual se expresa desde una
infeccion hasta el cancer (Fridovich, 2017). Por otro lado, cuando una respuesta
inflamatria es excesiva, causa morbilidad y mortalidad en enfermedades como la
arterosclerosis, trmbomebolismo, asma, enfermedad pulmonar obstructiva cronicay otras
(Natahn, 2018).

La accion captadora de radicales libres generados en los procesos inflamatorios, se
considera uno de los tantos mecanismos de accion mediante los cuales una sustancia
puede ejercer un efecto antiinflamatorio. Para combatir la inflamacion, debido a sus
efectos como el dolor, tumores y otros (Khaus, 2017) es comun el uso de farmacos
antiinflamatoris no esterideos (AINES), los cuales pueden causar efectos secundarios

sobre las funciones gastrointestinal, cardiovascular y renal. Por este motivo, se busca
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reducir estos riesgos, potenciando terapias alternativas con productos naturales, uso de

plantas y alimentos.

Los alimentos contienen fitoquimicos que, ya sea en su forma original o metabolizados
se convierten en metabolitos activos y adquieren un papel de mensajeros intracelulares,
activando o inhibiendo la expresion de genes en los procesos inflamatorios (Estupifian,
Schwartz y Garson, 2011) Por lo cual, es encesario indagar sobre los compuestos con
actividad antiinflamatoria y antioxidante presentes en la pulpa de solanum betaceum, dos

factores determinantes dentro de la funcionalidad de los alimentos.
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CAPITULO I11

MARCO METODOLOGICO

Tipo de investigacion.

La investigacion fue de tipo experimental, con enfoque mixto debido al uso de datos

cualitativos y cuantitativos.

Investigacion Experimental.

Se adquirieron 100 unidades de tomate provenientes de cultivos artesanales del canton
Patate, provincia de Tungurahua. Se pesaron y se obtuvo una media de 104 gramos por
unidad.

El proceso se llevo a cabo en las instalaciones del laboratorio de alimentos funcionales
de la Universidad Técnica de Ambato y en la Unidad de Investigacion de la Universidad

Estatal de Guaranda, provincia de Bolivar.

Hipotesis de prueba o prueba cientifica.

Ho= Los compuestos bioactivos del tomate Solanum betaceum liberados durante la

digestion gastrointestinal in vitro no presentan actividad antiinflamatoria y antioxidante.

Ha= Los compuestos bioactivos del tomate Solanum betaceum liberados durante la
digestion gastrointestinal in vitro presentan actividad antiinflamatoria y antioxidante.

Variables respuesta o resultados alcanzados.

Variable independiente: digestion gastrointestinal in vitro
Variable dependiente: actividad antiinflamatoria y antioxidante

Poblaciéon o muestra.

La poblacion fue 50 unidades de tomate de arbol.

La muestra se conformé de 62.63 gramos de pulpa liofilizada para los ensayos que se

realizaron.
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Recoleccion de informacion.
Los instrumentos y técnicas que se utilizara en la liberacion de compuestos activos con

capacidad antioxidante y antiinflamatoria a partir de la pulpa de tomate de arbol (solanum
betaceum) durante la simulacion de la digestion gastroduodenal in vitro estan descritas
con detalle en la metodologia.

Ubicacion.

El desarrollo préctico de esta investigacion se realizé en el Laboratorio de Alimentos
Funcionales perteneciente a la Facultad de Ciencia e Ingenieria en Alimentos y
Biotecnologia de la Universidad Técnica de Ambato, asi como en los laboratorios de la

Unidad de Investigacion de la Universidad Estatal de Guaranda, provincia de Bolivar.

Los reactivos, materiales y equipos fueron proporcionados a través del fondo econémico
del proyecto de investigacion del director de la tesis y del fondo econémico que posee la

maestria.

Equipos y materiales.

Los materiales, equipos y reactivos para la evaluacion de los compuestos con actividad
antiinflamatoria y antioxidante de la pulpa del tomate de arbol (Solanum betaceum)

durante la simulacién de la digestién gastrointestinal in vitro se detallan a continuacion:
Recursos humanos.

Autor: Ing. Ivan Sebastian Alvarez Delgado
Director del proyecto de investigacion: Ing. Rubén Dario Vilcacundo Chamorro, PhD

Materia vegetal.

Se trabaj6 con 10400 gramos de tomate de &rbol fresco adquirido en la plaza artesanal del
canton de Patate, provincia de Tungurahua. Posteriormente se pelaron y separaron sus
semillas dejando Unicamente la pulpa que fue cortada en rebanadas muy finas; se colocé
en frascos sellados y se envi6 al equipo de ultra-congelador durante cuatro dias. Una vez
finalizado el tiempo, se colocaron en el liofilizador (96 horas). Se constaté que las
muestras alcancen el nivel de secado 6ptimo para ser trasladadas a los laboratorios de la

Universidad Estatal de Guaranda para continuar con los procesos restantes.
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Figura 10. Muestra de materia prima, tomates de arbol (solanum betaceum)
Fuente: Alvarez, 2021

Materiales de laboratorio.

Los reactivos, materiales y equipos fueron proporcionados a través del fondo econémico
del proyecto de investigacion del director de la tesis, y del fondo econémico que posee la
maestria. A continuacion, se detalla la lista de materiales (vidrio, pléstico y otros),

reactivos y equipos que se utilizo durante la investigacion.

Lista de materiales (vidrio, plastico y otros).

e Vasos de precipitacion de 10, 250, 500 y 1000 ml.
e Matraz aforado de 5, 10, 15, 25 ml.

e Probetas de 10, 100, 500 ml.

o Espéatula

e Pinzas

e Tubos falcon de 50 ml

e Tubos Eppendorf de 2 ml

e Magnetos
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Puntas de 200 y 1000 pL

Micropipetas de 100- 100 - 1000 pL
Tubos de vidrio de 15 ml con tapa rosca
Gradillas

Varillas de agitacion

Lista de reactivos.

Hidroxido de sodio NaOH (Merck)
Acido clorhidrico HCI (Merck)
Pancreatina (Sigma- pancreatin)

Pepsina porcina (Sigma- Pepsin)

a amilasa (Sigma-Aldrich)

Billis (Sigma-Aldrich)

Persulfato de amonio (PSA) (BIO-RAD)
Extracto de bilis (Sigma- Aldrich)
Cloruro de potasio KCL (Merck)
Fosfato de dihidrogeno de potasio KH2PO4 (Merck)
Fosfato de sodio di basico y monobasico
Tris- HCI (Sigma- Aldrich)

Tris-base (Merck)

SDS (Bio-Rad)

TEMED (Bio-Rad)

Cloruro de magnesio hexahidratado MgCl,(H,0)¢ (Merck)
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Glicerol (Invitrogen)

Glicerina (ISOLAB)

Azul de bromofenol (Thermo Scientific™)
Azul de Coomasie- R250 (BIO-RAD)

- mercaptoetanol (Merck)

Metanol (Merck)

Acido acético (Merck)

Solucion de ABTS

Lista de equipos.

Agitador (VWR)

Balanza Analitica (VWR-224AC)

Plancha de agitacion y calentamiento (Isotemp Fisher Scientific)
Centrifuga (Eppendorf)

Microcentrifuga (Labnet 5702 eppendorf)
Girador Orbital (Thermo Scientific)

pH-metro (HANNA modelo H1 2221)
Congelador (Panasonic)

Ultracongelador (Panasonic)

Refrigerador (Indurama Modelo R1-470 y Mabe)
Agitador vortex (VWR)

Liofilizador (Christ Alpha 1-4 LSCbasic)

Vortex Mixer VWX
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Metodologia.
Liofilizado de pulpa de tomate de arbol (solanum betaceum).

Para iniciar el proceso de liofilizacion es necesario acondicionar la pulpa de tomate de
arbol (solanum betaceum). La pulpa se almacené en frascos de plastico sellados, para
posteriormente ultracongelar el producto en un equipo marca PANASONIC a -80°C por
cuatro dias. Se realizd la liofilizacion en un Liofilizador marca Christ Alpha 1-4 LSC
basic por cuatro dias aproximadamente. Este periodo de liofilizacion garantiza la calidad
de la materia prima, cuyo objetivo es extraer alrededor del 95% del agua contenida en la

pulpa, preservando las caracteristicas organolépticas y nutritivas del producto.

Obtencidn de la harina liofilizada de pulpa de tomate de arbol (solanum betaceum).

Se pesd aproximadamente 4160 gramos de pulpa de tomate de &rbol que posteriormente
fue secada y pulverizada, obteniendo una harina libre de impurezas apta para los analisis
correspondientes. El peso de la harina de pulpa de tomate utilizado para los analisis fue
de 62.73 gramos, almacenada a una temperatura de refrigeracion de 4°C en frascos

herméticos, para evitar el contacto con la humedad.

Figura 12. Muestra liofilizada de pulpa de tomate de arbol.
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Fuente: Alvarez, 2021

Digestibilidad in vitro .

Para el analisis de la simulacién de la digestibilidad gastroduodenal in vitro se utilizo el
método descrito por Minekus et al., (2014) con ciertas modificaciones.

Preparacion de los fluidos de la digestion.

1. Simulador fluido salival (SFS): En esta fase se elaboré el SFS a un pH 7,0;
mezclando 159 pl de KH2PO4, 1 ml de KCI, 85 pl de MgC, (H20)s, 2.8 pl de
NaHCOs con agua tipo 2.

2. Simulador de fluido gastrico (SFG): Se prepar0 el SFG a un pH 3,0 se mezclo los
reactivos, las cantidades de 159 pl de KH2PO4 585 mg de NaCl, 186.5 mg. de
KCI, 85 pl de MgC; (H20)s, 625 pl de NaHCOz con agua tipo 2.

3. Simulador de fluido intestinal (SFI): Se obtuvo el SFI a un pH 7,0; se mezcl6 los
reactivos, 340 pl de KCI, 2.8 pl de NaHCO3, 1ml de NaCl, 85 pl de MgC; (H20)s,
159 ul de KH2PO4 con agua tipo 2.

Fase Oral.

Para la fase oral se utilizd 5 gramos de muestra de concentrado de pulpa de tomate de
arbol (solanum betaceum) se mezcl6 con 40 ul de fluido salival simulado (FSS), a esta
mezcla se le afiadio 300 pl de solucion de a-amilasa de 1500 U/mL (a-amilasa de saliva
humana, tipo XI1I-A, liofilizada, 300-1500 unidades/mg proteina, Sigma Aldrich), se dejo6
reaccionar durante 2 minutos en agitacion a 37°C.

Fase Gastrica .

En la fase gastrica, se utilizé el producto de la fase anterior y se mezclé con 80 ul de
fluido géstrico simulado (FGS), 960 mL de pepsina porcina de 2500 U/mL (pepsina de
mucosa gastrica porcina 3200-4500 U/mg proteina, Sigma Aldrich), se dejo reaccionar
durante 2 horas a pH 3.0 en agitacién constante y se incubd a 37°C por 200 rpm en el

Termoagitador Orbital Termo Scientific.
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Fase Intestinal.

En la fase intestinal, el producto de la fase anterior se mezcl6 con 40 ul de fluido intestinal
simulado (FIS), 5 mL de pancreatina de 800 U/mL (pancreatina de pancreas porcino,
Sigma Aldrich), 2.5 mL de bilis 160 mM (Extracto de bilis porcina, Sigma Aldrich). Se
dejo reaccionar durante 2 horas a pH 7.0. Las reacciones se llevaron a cabo a 37 °C y se

detuvo la accion enzimatica por calentamiento a 80 °C por 5 minutos.

Finalmente, cada uno de los digeridos fueron almacenados a -80 °C por dos dias, para ser

liofilizados y conservados a -20 °C para su respectivo analisis.

Actividad Antioxidante mediante el método ABTS (2,2-azinobis, 3-ethyl-
benzothiazoline-6-sulfonic acid).

Para la actividad antioxidante se tomd como referencia el método descrito por Pifiuel et
al. (2019) con modificaciones. Se prepard la solucion de trabajo ABTS mediante la
mezcla de Buffer Tampon Fosfato de sodio ajustado a pH 7.0, ABTS y persulfato de
potasio marca SIGMA ALDRICH. Los ensayos fueron realizados con la pulpa de tomate
de arbol y sus digeridos. Se pes6 300 mg de muestra liofilizada con 5000 ul de solucién
extractora de metanol: agua: &cido férmico (70:30:01 v/v/v) en tubos de centrifuga y se
agité durante 10 minutos. Las muestras se introdujeron en un bafio ultrasénico por 10
minutos y finalmente se centrifugaron a 5000 rpm por 10 minutos. Al precipitado
obtenido se le afiadieron 5000 pl de solucion extractora y se repitio el proceso 4 veces.
Finalmente, se afor6 a 25 ml la solucién final y se almaceno a 4 °C para su posterior

analisis (Samaniego et al., 2020).

La solucion de trabajo ABTS se preparé mediante la mezcla de buffer tampdn fosfato de
sodio a pH 7.0, reactivo ABTS a una concentracion 7 mM y persulfato de potasio 2,45
mM. Se mezclaron 400 pl de extracto de muestra con 7600 ul de solucidn de trabajo
ABTS. Los tubos se agitaron en un vortex y se dejaron reposar por 45 minutos en un lugar

obscuro a temperatura ambiente.

Se midi6 la absorbancia a una longitud de onda de 734 nm. La curva estandar de Trolox
fue lineal entre 0 uM/ml a 600 uM/ml. Los resultados se expresaron como pmol TE/g

muestra.
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Actividad antiinflamatoria in vitro con el método Potencial de Estabilizacion de la
Membrana.

Utilizando el método propuesto por Quinteros et al. (2022) se determind la actividad
antiinflamatoria de la muestra con ciertas modificaciones. Mediante la combinacion de
una solucion anticoagulante estéril con acido citrico al 0.05 %, cloruro de sodio al 0,42
%, citrato de sodio al 0,80 % y dextrosa al 2 %. Se mezclaron 4 ml de solucién
anticoagulante y 4 ml de sangre humana, obtenida de individuos sanos que no utilizaron
AINES quince dias antes de la toma de la muestra de sangre. Esta mezcla se centrifugé a
5000 RPM durante 30 min a temperatura ambiente. EIl sobrenadante se desecho y el
sedimento celular se lavo con solucion salina isotonica al 9 %, la suspension de sangre

finalmente quedo al 10 %.

Se mezcld 1000 pl de tampon fosfato, 1000 pl de muestra a una concentracion de 40
mg/ml, 500 pl de suspensién de sangre (10 %) y 2000 pl de solucion salina hipoténica al
3.6 % para la reaccién y se incubaron las muestras a 37 °C por 30 min para ser
centrifugadas a 9000 RPM por 15 min. Se midié en un NANODROP UV-vis el contenido
de la hemoglobina del sobrenadante a una longitud de onda de 560 nm. Los resultados se
obtuvieron mediante calculo matematico y se expresaron como porcentaje de proteccion
(% PP).

Absorbancia muestra

% PP =100 — 100

'3
Absorbancia control

Procesamiento de la informacion y analisis estadistico.

Todos los experimentos fueron realizados por triplicado, los datos se reportan como
promedios + desviacion estandar. Los resultados se sometieron a un andlisis de varianza
(ANOVA) y se compararon mediante la prueba de comparacion multiple de Tukey a p <

0,05, en el software estadistico Statgraphics Centurion XVI.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

Con base a los estudios y analisis realizados, se encontraron los siguientes resultados
sobre la capacidad antioxidante y antiinflamatoria de la pulpa de tomate de arbol (solanum

betaceum) y sus digeridos:

Capacidad antioxidante

Tabla 1.

Actividad Antioxidante ABTS
Muestras pmol ET/g

T 253,52+19,92 & ¢
TO 335,22+34,35°
T 60 294,80+23,82 ¢
T 120 309,47+16,81 °
DD 248,94+12,34 2

Fuente: Laboratorios del Vicerrectorado de Investigacion y Vinculacion, UEB.
T: Tomate; TO: tiempo 0, inicio de la digestion; T60:60 min de la digestion gastrica;
T120: 120 min de la digestién gastrica; DD: Digestion duodenal. Cada valor representa
la media + DE (n=3). Los valores seguidos de letras mindsculas diferentes son significativamente diferentes
mediante la prueba ANOVA (p<0,05).

Se observan los resultados de la capacidad antioxidante. Las muestras analizadas fueron:
pulpa de tomate de arbol, pulpa de tomate de arbol al inicio de la digestion
gastrointestinal, a los 60 y 120 minutos de digestion gastrica y 120 minutos de digestion
duodenal. Las muestras presentaron valores entre 248,94+12,34 y 335,22+34,35 pumol
ET/g de muestra, el valor méas alto corresponde al inicio de la digestion gastrointestinal,
sin embargo, no presenta diferencia significativa con relacion a los digeridos gastricos de
60 y 120 minutos. Los digeridos gastricos presentaron valores mas altos que la pulpa y
que el digerido duodenal. Valores similares (202+1,4 a 325+3,8 umol ET/g) fueron
encontrados por Espin et al (2016), en un estudio realizado en cuatro variedades de tomate
de arbol. El tomate de arbol posee mayor actividad antioxidante en relacion a otras frutas
de consumo habitual como el aguacate (1 umol ET/g), higo (4 umol ET/g) o la pera (3
pumol ET/g) (Garcia-Alonso et al, 2002).
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La actividad antioxidante antes y despues de la digestion gastrointestinal in vitro no ha

sido reportada antes en tomate de arbol, sin embargo, el aumento significativo de la

actividad antioxidante después de la digestion también ha sido reportada en un estudio

realizado en hojas de moringa por Avilés-Gaxiola et al (2021), y se aduce que esto puede

ser debido a la liberacion de compuestos con propiedades bioactivas, durante la hidrolisis.

Capacidad antiinflamatoria

Tabla 2.

Porcentaje de proteccion
Muestras %Proteccion
T 17,48+0,032
TO 11,55+0,03°
T 60 11,09+0,01> ¢
T 120 08,11+0,04°
DD 20,36+0,022
Diclofenaco | 91,19+0,01¢

Fuente: Laboratorios del Vicerrectorado de Investigacion y Vinculacion, UEB.
T: Pulpa de tomate; TO: tiempo 0, inicio de la digestién; T60: 60 min de la digestidn gastrica;

T120: 120 min de la digestion gastrica; DD: Digestion duodenal.

Cada valor representa la media + DE (n=3). Los valores seguidos de letras mintsculas
diferentes son significativamente diferentes mediante la prueba ANOVA (p<0,05).

100,00%
90,00%
80,00%
70,00%
60,00%
50,00%
40,00%
30,00%
20,00%
10,00%

0,00%

Porcentaje de proteccidn
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. 11,55% 11,09% 8,11% l
Tomate  Tiempo cero Digestion digestion Digestion
gastrica (60 gastrica (120 duodenal

min) min)

91,19%

Diclofenaco

Figura 2. Porcentaje de proteccion.

Fuente: Laboratorios del Vicerrectorado de Investigacion y Vinculacion, UEB.
Pulpa de tomate, TO: tiempo 0, inicio de la digestion; T60: 60 min de la digestion géstrica
T120: 120 min de la digestion gastrica; DD: Digestion duodenal.
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En la Tabla 2, se muestran los resultados de la actividad antiinflamatoria expresada como
porcentaje de proteccion de la membrana de los globulos rojos. Se analizé las muestras
en las mismas condiciones que la actividad antioxidante y presentaron valores de
08,11+0,04 % a 20,36+0,02 %. Siendo el valor méas alto el de la digestion duodenal, sin
embargo, no presenta diferencia significativa con la muestra de la pulpa de tomate de
arbol liofilizado antes del proceso de digestion.

Las muestras de tomate sometidas a la digestiobn gastrica presentan valores
significativamente més bajos, esto se puede atribuir a la dilucion que sufre la muestra por
la presencia de los fluidos gastricos simulados, o a la falta de liberacion de compuestos

con dicha actividad.

Hasta el momento de esta investigacion, no se encontraron estudios enfocados en la
actividad antiinflamatoria en pulpa de tomate ni en sus hidrolizados, sin embargo, en un
estudio realizado por Morais et al (2022) encuentra que los frutos maduros de Solanum
lycocarpum presentan actividad antioxidante y antiinflamatoria; y atribuyen estas
bioactividades a la presencia de los polifenoles encontrados e identificados en la fruta
mediante GC-MS y LC-DAD-MS.

Como se observa en la tabla 2, la capacidad antiinflamatoria en la pulpa de tomate de
arbol y sus digeridos gastricos demuestran niveles bajos en el porcentaje de proteccion,
lo cual significa que la pulpa por si misma no posee niveles significativos, sin embargo,
el digerido duodenal alcanza un valor de 20,36+0,02 % debido posiblemente a la

liberacién de compuestos que presentan esta actividad biologica.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones.

La digestion gastrointestinal simulada favorece la liberacion de compuestos
bioactivos que han demostrado presentar actividad antioxidante vy
antiinflamatoria.

Durante la fase gastrica se encuentran fitoquimicos con buena actividad
antioxidante, mientras que en la fase duodenal se evidencian compuestos con
actividad antiinflamatoria.

Los hidrolizados a partir de la pulpa de tomate de arbol podrian ser utilizados

como ingredientes funcionales en la industria alimentaria.

Recomendaciones.

Realizar un estudio tomando en cuenta otros componentes del tomate de arbol
como cascara y semillas, lo cual permitird comparar con los resultados obtenidos
en esta investigacion.

Medir la actividad antioxidante y antiinflamatoria utilizando otras técnicas

analiticas para corroborar con los datos obtenidos.
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