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Resumen y Abstract I X

Resumen

El tomate de arbol hace parte importante del mercado de las frutas tropicales colombianas. Ademas
esta fruta presenta un perfil nutricional interesante que la enmarca dentro los alimentos funcionales,
sin embargo su sabor amargo y umami impide que su consumo local aumente. En este trabajo se
aislo y caracterizé por métodos espectroscopicos el acido rosmarinico como uno de los compuestos
responsables del sabor amargo residual de esta fruta. El aislamiento del compuesto se realizé a partir
del extracto polar de la fruta liofilizada, realizando particiones sucesivas liquido-liquido con
solventes de diferente polaridad. La fraccion obtenida con acetato de etilo fue sometida a
fraccionamiento por cromatografia de exclusién por tamafio, el cual fue bioguiado por analisis
sensoriales de sabor. Utilizando el método de estandar externo se cuantifico el &cido rosmarinico,
encontrando que su concentracion era de 46.17 + 1.20 mg/100 g de la fruta seca y por primera vez
se determind su valor de umbral de sabor amargo como 37.00 + 1.25 mg/L por el método de
escogencia forzada (3AFC). Adicionalmente, en la fraccion acuosa se identificé el acido citrico
como uno de los responsables del sabor acido de la fruta y se detectd la presencia de sustancias que
contribuian al sabor umami de esta fruta. También se confirmé que la fraccion que contenia el acido
rosmarinico asi como la fraccion acuosa del tomate de arbol amarillo exhibian actividad

antihipertensiva in vitro, al inhibir la enzima ACE (Angiotensin Converting Enzyme).

Palabras clave: Acido rosmarinico, tamarillo, actividad antihipertensiva, amargo, umami.
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Abstract

The tree tomato is one of the most important in tropical fruits Colombian market. Furthermore, this
fruit has a very interesting nutritional value that allow to consider as functional food. Nevertheless,
its bitter and umami taste has hindered the increase of local consumption. In this work the rosmarinic
acid was isolated and characterized by spectroscopic methods, as one of the compounds responsible
for the residual bitter taste in this fruit. The compound was isolated from the polar extract of freeze-
dried fruit, and liquid-liquid sequentially partitioned with solvents of different polarity. The ethyl
acetate fraction was submitted to size exclusion chromatography, and this fractionation was
bioguided by taste sensory analyses. The rosmarinic acid was quantified by the external standard
method achieved an amount of 46.17 + 1.20 mg /100 g of dried fruit and its bitter taste threshold
value was determined by first time using the 3AFC (ascending forced choice) method as 37.00 +
1.25 mg/L. Additionally, in the aqueous fraction the citric acid was identified as one of the
compounds responsible for the acid taste of this fruit, and some compounds exhibiting umami taste
were also detected. Also, it was confirmed that the fraction containing rosmarinic acid as well as the
aqueous fraction from yellow tree tomato exhibit in vitro antihypertensive activity because the

inhibition of ACE (Angiotensin Converting Enzyme).

Keywords: Rosmarinic acid, tamarillo, antihypertensive activity, bitter, umami.
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Introduccion

Las frutas tropicales se definen como aquellas que son nativas o crecen en regiones aledafias al
Ecuador donde no hay estaciones; estas frutas son consideradas fuentes importantes de nutrientes y
compuestos biofuncionales y ademas presentan caracteristicas exdticas tales como su sabor Gnico y
su aroma peculiar, lo que ha permitido su buena aceptacion en los mercados internacionales (1).
Gracias a su ubicacion geografica, Colombia presenta una gran biodiversidad en lo que a frutas
tropicales se refiere. Entre ellas se destacan frutas de la familia Pasifloraceae como el maracuya
(Passiflora edulis var flavicarpa) y la curuba (Passiflora tripartita var mollissima), de la familia
Myrtacea como la guayaba (Psidium guajava) y el araza (Eugenia stipitata) y finalmente de la
familia Solanaceae entre las que se resaltan el lulo (Solanum quitoense Lam.), la uchuva (Physalis

peruviana) y el tomate de arbol (Solanum betaceum Cav).

En el afio 2014, Colombia cerré las exportaciones en el sector fruticola en $204,8 millones de dolares
y 193.402 toneladas de produccion, reportando un aumento cercano al 5% entre los afios 2013 y
2014 (2), consolidando al pais en el decimoprimer lugar de proveedores de frutas frescas en el mundo
(3). Entre las frutas tropicales con importancia comercial se encuentra el tomate de arbol, el cual
reportd para el afio 2015 un incremento de la produccion del 19,3 % respecto al afio anterior (4).
Hasta el momento los paises bajos, Suiza y Francia, son los principales importadores de tomate de
arbol colombiano. Los principales departamentos productores de esta fruta son Antioquia y

Cundinamarca (con més del 70% del mercado) (4).

En este contexto el tomate de arbol se muestra como una fruta promisoria para su estudio ya que
presenta una importancia econdmica, perfil nutricional interesante y un sabor exdético caracterizado
por sus descriptores acido, amargo, umami y astringente principalmente. Adicionalmente se ha
reportado que tiene un alto contenido de vitamina C (24,7-31 mg/100 g de fruta fresca) (5) el cual es
mas alto que el presente en frutas de consumo tradicional como las manzanas, el banano y los
aradndanos; el contenido alto de potasio (292-450 mg/100 g de fruta fresca) el cual esté relacionado
con el control de la presion arterial y prevencion de enfermedades cardiacas gracias a su mecanismo

de difusion y liberacion de éxido nitrico permitiendo la vasodilatacion (6); sustancias antioxidantes
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gue previenen enfermedades degenerativas; y algunos minerales y nutrientes que permiten el uso de

esta fruta en una dieta saludable para el ser humano.

Es por ello que en este trabajo se propuso la caracterizacion quimica de algunos de los metabolitos
secundarios con actividad sensorial (sabor amargo y umami) y biolégica (actividad antihipertensiva)
en el tomate de arbol variedad amarilla (Solanum betaceaum Cav). Este trabajo contribuira en el
futuro cercano al disefio de un producto con valor agregado a partir de tamarillo que presente
propiedades biofuncionales y agradable sabor, en el marco de las actividades realizadas por el grupo
de investigacion GANAC (Grupo de Aditivos Naturales de Aroma y Color), como parte de los
objetivos del programa de investigacién RIFRUTBIO-Red Nacional para la Bioprospeccion de

Frutas Tropicales.
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1. Estado actual del tema

1.1 Las frutas: Generalidades.

Las frutas hacen parte fundamental de la dieta humana, ya que tienen un alto valor nutricional,
propiedades sensoriales muy agradables y ademas han sido consideradas alimentos funcionales
porque estan relacionadas con la prevencion de enfermedades como la hipertension, la obesidad, el
cancer entre otros (7),(8). Por estas razones su consumo se ha incrementado en los Gltimos afios y es

una de las propuestas mas importantes de la FAO.

En paises como Colombia la produccién de frutas tropicales ha repuntado en el mercado
internacional entre los afios 2007-2013 (Figura 1-1). La uchuva, la gulupa, el aguacate, la granadilla,
la pifia, el tomate de arbol y el mango representan cerca del 45% del total exportado en frutas

tropicales segun estadisticas del afio 2013 (9).

4,5
4,0
3,5
3,0
2,5
2,0
1,5
1,0
0,5
0,0

Producciéon en Toneladas x
1000

2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013

Afo de produccién

Figura 1-1. Grafico de produccion de frutas tropicales en Colombia, entre los afios 2007 y 2013.
Adaptado de (4)

La composicién quimica de las frutas varia dependiendo de muchos factores, entre ellos las
condiciones de cultivo, postcosecha y madurez, entre otros. Sin embargo algunas caracteristicas
comunes comprenden principalmente un alto porcentaje de humedad (70-97%), y carbohidratos que
pueden variar entre un 3 a 25% en peso de fruta fresca dependiendo del estado de madurez. En
contraste, otros componentes a los cuales se le han atribuido propiedades benéficas para la salud

humana como polifenoles, pigmentos, vitaminas y minerales, se hallan en escala de trazas (10).
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Los polifenoles por ejemplo se caracterizan por su capacidad antioxidante y la prevencion de
enfermedades como el céncer; sin embargo, también juegan un papel importante en cuanto a sus
propiedades sensoriales pues son los responsables del sabor amargo en algunos alimentos como el
acido clorogénico que aporta al sabor amargo en zanahoria (Daucus carota L.) (11) y algunos 3-
flavonoles como la (+)-catequina responsables de la astringencia en algunas frutos como el cacao
(Theobroma cacao) (12).

1.2 La quimica del sabor

1.2.1 Generalidades

El sabor es solo uno de los constituyentes del flavour, término que hace referencia a la percepcion
bioldgica que un alimento puede producir en la boca al impresionar simultdneamente los sentidos

del gusto, olfato, tacto y oido (13).

El sabor en su definicion estricta se refiere a la sensacion que solo ciertos compuestos producen en
la superficie de la lengua, el paladar y los receptores trigeminales (10). Una persona percibe el sabor
de un alimento como el conjunto de sabores primarios junto con la sinergia de los compuestos
volétiles que impresionan el olfato via retronasal. Los sabores primarios estan definidos por cinco
descriptores: amargo, dulce, acido, salado y umami. La percepcién sensorial se lleva a cabo en al
menos dos modalidades: el estimulo generado por los cinco sabores primarios y el estimulo al nervio

trigémino generando sensaciones de temperatura, pungencia y astringencia, entre otras.

La quemestesis o el estimulo quimico producido por compuestos sin sabor y sin olor como el diéxido
de carbono o la capsaicina también son importantes en el flavour de un compuesto. La sensacién
pungente se refiere al “calor quimico oral” o irritacion y es producida por compuestos encontrados
en piperéaceas y zingiberaceas, como el gingerol, la piperina y la capsaicina (14). En el caso del
mentol la sensacion de “enfriamiento o fresco” se produce cuando este compuesto activa canales
ionicos TRPMS8 (15). La astringencia presenta una importancia igual que los cinco sabores primarios
e histéricamente habia sido clasificada dentro de la categoria primaria del sabor ya que los
compuestos astringentes se enlazan a las proteinas y las precipitan generando la sensacion de
sequedad. Algunos iones multivalentes, agentes deshidratantes, acidos minerales y polifenoles son

los principales responsables de esta sensacion astringente.
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Cada uno de los cinco sabores es generado por diferentes compuestos. El dulce es generado
comUnmente por azucares, aldehidos, cetonas y alcoholes. El amargo en principio es producido por
compuestos del tipo alcaloide y algunos compuestos fendlicos que ademés pueden generar sensacion
astringente; sin embargo dicha sensacion puede ser producido por una gran variedad de compuestos.
El compuesto méas representativo del sabor umami es el glutamato monosddico y algunas bases
nucledtidas; en tanto que los sabores acido y salado son debidos a compuestos i6nicos como los

iones hidronio y sales respectivamente (10).

1.2.2 Anélisis quimico de los compuestos responsables del sabor

La naturaleza no volatil de los compuestos responsables del sabor permite aislarlos por técnicas
clasicas de separacion tales como extraccién liquido-liquido, extraccion en fase solida (EFS),
cromatografia en columna o cromatografia por permeacién en gel (GPC). Sin embargo, estos
procesos deben estar acompafiados por el analisis de percepcion sensorial realizado por medio de un
grupo de personas entrenadas para tal fin o por medio de un sensor de lengua electrénica. Para la

identificacion de su estructura se utilizan herramientas espectroscopicas como NMR y MS.

Con el fin de purificar e identificar los compuestos responsables del sabor amargo y astringente, se
utilizan las técnicas clasicas de fitoquimica. El reto consiste en purificar los compuestos que
impresionan el sentido del gusto, pero los cuales se encuentran en muy baja concentracion para ser
detectados por métodos espectroscépicos comunes. Adicionalmente se deben utilizar solventes de

baja toxicidad que no generen residuos para el analisis sensorial, realizado por panelistas entrenados.

Por ejemplo, la extraccion del Mozambiosido (furokaurano glicosidado) (16) (Figura 1-2),
compuesto impacto en el sabor amargo de la bebida del café tostado, se inici6 con una particién con
solventes (diclorometano y acetato de etilo) en forma secuencial sobre la infusion del café Arabica
previamente filtrada. El solvente fue eliminado por destilacién al vacio y los extractos se liofilizaron
dos veces para su posterior andlisis sensorial, en el cual se concluy6 que el extracto acuoso fue el
mas amargo. Posteriormente el extracto mencionado se fracciond por HPLC en una columna hexil-
fenil Luna (Phenomenex), para obtener 13 fracciones, las cuales fueron monitoreadas por un detector
de UV-Vis a una longitud de onda de 280 nm. Finalmente a partir de la fraccion 11 se purifico el

compuesto mencionado anteriormente.
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Figura 1-2. Estructura quimica del Mozambiosido (furokaurano glicosidado) aislado de granos de
café tostado Arabica (16)

1.2.3 Tipos de receptores implicados en la deteccion del sabor de los
alimentos

En vertebrados los botones gustativos son los responsables de responder a los estimulos generados

por los cinco sabores basicos. Estos botones gustativos se encuentran en unidades funcionales

llamadas papilas gustativas. Los botones gustativos estdn formados por aproximadamente 100

células bipolares pequefias que se conectan en la cavidad oral enviando un proceso de sinapsis en la

superficie oral. Solo algunas de ellas responden a un Gnico estimulo y es por ello que cada botén

responde preferentemente a un sabor especifico (17).

En el area de quimio-recepcion del sabor en la lengua humana existen zonas morfol6gicamente
diferentes. Cada zona responde preferencialmente a un sabor, sin embargo todas las areas de la
lengua contienen receptores que responden a los cinco diferentes sabores. El sabor acido se detecta
principalmente en los margenes laterales del tercio posterior de la lengua, el amargo en la zona
posterior, el salado en la punta y en los lados, el sabor umami en la parte central y el paladar y el
sabor dulce en la punta de la lengua. De esta forma el cerebro detecta el tipo de sabor, segun la
proporcion de estimulacion de las diferentes papilas gustativas. No obstante los sabores pueden ser
sinérgicos entre si, ya que pueden inhibir o potenciar la intensidad de un sabor en presencia de otro,

como es el caso del dulce que inhibe el salado o le confiere un sabor mas agradable al amargo (10,18).
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La estereoquimica de los compuestos es una variable importante en la percepcion sensorial, ya que
dependiendo del estereoisdomero puede ser dulce o amargo. Un ejemplo de ello es la a-D-manosa
cuya percepcion sensorial es dulce, mientras que p-D-manosa es amarga. Los aminoécidos D y L
también exhiben este mismo fenémeno, debido a que el receptor es especifico para cada estimulo.
La percepcion del sabor de un alimento depende de varios factores tales como la temperatura, la
textura o las propiedades reologicas del mismo. Sin embargo, la edad y el uso de algunos
medicamentos disminuye notoriamente la percepcién del sabor debido a la reduccion del flujo
salival, alteracién de la composicion de la saliva y en mayor proporcion a la pérdida y alteracion de
las papilas gustativas. La genética es otro factor determinante en la percepcion que afecta la
sensibilidad de cada individuo. Los hombres en general son mas sensibles a lo amargo y las mujeres

a lo dulce y salado (10).

1.2.4 El sabor amargo

En general es ampliamente conocido que los compuestos responsables del sabor amargo pueden
generarse durante el proceso de envejecimiento, en productos fermentados y durante procesos
enzimaticos. Algunos compuestos de tipo alcaloide con sabor amargo son la cafeina presente en el
café y el té (19) y la teobromina y dicetopiperazinas presentes en el chocolate (20). Algunos fenoles
tales como las xantinas presentes en las hojas de te, la (-)-catequina en el cacao (21) y los taninos
en el vino, (22) y algunos esteres de hidroxitirosol presentes en el aceite de oliva (23), también

contribuyen al sabor amargo de dichos alimentos (Figura 1-3).
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Figura 1-3. Algunos compuestos que son responsables del sabor amargo en diferentes bebidas y
alimentos. Tomado de (19-23)

Se han identificado cerca de 27 receptores para sabor amargo que se activan en presencia de
polifenoles (24). Los receptores del sabor amargo son bastante sensibles en los recién nacidos ya que
este tipo de sabores generan rechazo al alimento por asociarse con algo téxico. Sin embargo cuando
los bebés comienzan a aceptar el sabor de las proteinas hidrolizadas de la leche materna, los
receptores del sabor amargo se “estabilizan” (18). Los receptores del sabor amargo son de la misma
naturaleza que los receptores del sabor dulce y umami, es decir proteinas G, conocidos como la
familia T2R. La diferencia entre estos receptores es que la respuesta de dicho receptor depende de

la quiralidad de la molécula, sin embargo comparten la misma sefial de transduccién (25).

La polaridad del compuesto es importante a la hora de establecer estudios de sabor. Estudios que
datan desde 1979 evidencian el comportamiento lineal entre la composicion de algunos péptidos con
residuos apolares y su sabor amargo; esta regla empirica se conoce como la regla de Ney o regla Q.
En general el valor Q se define como el promedio de la energia libre necesaria para transferir cadenas
de aminoacidos del etanol al agua, asi Ney asignd un valor para cada aminodcido y por lo tanto la
conformacion del péptido permite calcular un valor promedio de la energia libre. Es asi como se
puede asegurar que péptidos responsables del sabor amargo tienen un valor Q superior a 1400

kCal/mol mientras que todos los péptidos “no amargos” presentan un valor de Q menor a 1300
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kCal/mol. El valor de Q da un referente sobre la hidrofobicidad del péptido, que se asocia a su sabor
amargo sin importar la posicion de los aminoacidos dentro de la cadena peptidica (26).

Recientemente, en el lulo (Solanum quitoense Lam.) se identificd al compuesto N*,N* N8 -
tris(dihidrocafeoil)espermidina y dos derivados de éste, eran algunos de los compuestos responsables
del sabor amargo en esta fruta (27). Este tipo de compuestos se caracterizan por su enlace peptidico

(amida) lo cual esta de acuerdo con la premisa anterior.

1.2.5 El sabor umami

La palabra umami deriva del Japonés “umai” que significa delicioso (28), y designa un sabor
placentero asociado principalmente al glutamato de sodio. Sin embargo, otro tipo de compuestos
producen la misma sensacién de sabor, como por ejemplo algunos nucleétidos como la iosina-5’-
monofosfato (IMP) (Figura 1-4) y la guanosina-5’-monofosfato, los cuales han sido encontrados en

extractos de carne, hongos y en la mayoria de alimentos saborizados (29).

El glutamato monosédico es ampliamente usado como un ingrediente y un potenciador de sabor en
productos culinarios, como sopas instantaneas y sazonadores de alimentos, entre otros. Igualmente
algunos péptidos también pueden presentar sabor umami y son llamados “péptidos deliciosos” y
tienen incluso un mayor poder potenciador que el glutamato (30). La secuencia peptidica Lys-Gly-
Asp-Glu-Glu-Ser-Leu-Ala es conocida como el “péptido delicioso” y fue encontrado en la sopa de
carne confiriéndole su sabor caracteristico. Adicionalmente, también han sido reportados como
responsables del sabor umami, compuestos del tipo amida como algunos derivados del &cido oxalico
(32).
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Figura 1-4. Algunos compuestos responsables del sabor umami, en alimentos (28).

Al igual que el sabor amargo, los receptores encargados de la percepcion del sabor umami son
proteinas G, de la familia de receptores T1R. Especificamente los receptores TIR1y T1R3 perciben
el sabor umami, siendo este Gltimo receptor comdn con la respuesta al sabor dulce (Figura 1-5). Esto
permite el sinergismo o potenciacion del sabor. Por ejemplo, el ciclamato de sodio (usado en la
industria de alimentos como edulcorante artificial), cuando es adicionado con glutamato monosédico
potencia su sabor dulce (32).
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Figura 1-5. Interaccién de los receptores del sabor dulce y umami, con diferentes compuestos
guimicos (32)

1.2.6 Analisis sensorial (sabor)

De acuerdo a lo planteado anteriormente se necesita de la lengua humana entrenada para detectar los
compuestos responsables de los diferentes descriptores de sabor que pueda contener el alimento. Es
asi como los analisis sensoriales bioguiados presentan una herramienta fundamental para el estudio,
caracterizacion e identificacion de los compuestos responsables del sabor en alimentos. Para esto es
necesario contar con un panel entrenado preciso, exacto y sensible, el cual debe estar conformado
por varias personas que sean capaces de identificar y evaluar (cuantificar) intensidades
correctamente de los cinco sabores primarios y las sensaciones adicionales que se perciben a través

del tacto, el oido, el olfato, la vista y demas atributos pertenecientes al flavour.

El entrenamiento del panel resulta entonces en un paso esencial para dar resultados certeros. El panel
descriptivo debe recibir un entrenamiento exhaustivo antes de evaluar las muestras requeridas. Los
panelistas deben estar en buen estado de salud, libres de enfermedades relacionadas a las propiedades
sensoriales como alergias a alimentos, diabetes y resfriados crénicos, no tener el habito de fumar, no
ser dalténicos y ademas no tener gustos fuertes por los alimentos a probar. El entrenamiento debe
realizarse por largos periodos de tiempo para asegurar un nivel alto de sensibilidad sensorial y poca

desviacion entre los datos.

Existen dos tipos de anélisis sensorial, el analitico y el afectivo. La evaluacion sensorial analitica

hace referencia a discernir diferencias y puede ser de dos tipos: discriminativo y descriptivo. La



30 Estudio de los compuestos bioactivos responsables del sabor de tomate de

arbol (Solanum betaceum Cav. Var. Amarilla).

evaluacion descriptiva analitica consiste en generar un perfil con los descriptores especificos del

alimento evaluado. Esta técnica es usada para sabores especificos o texturas de un alimento o bebida.

Las evaluaciones discriminativas incluyen las pruebas ddo-trio y las pruebas triangulares. La prueba
duo-trio consiste en presentar primero una muestra de referencia, seguida de dos muestras y el
panelista debe escoger cuél de las muestras es igual a la muestra de referencia. La prueba triangular
consiste en presentar simultaneamente tres muestras codificadas y el panelista debe indicar cuél de
ellas es diferente a las otras dos. Se usa en situaciones donde el producto no puede ser caracterizado
por uno o dos atributos. Es también util para seleccionar panelistas y monitorear la eficiencia en

discriminar diferencias (33).

El valor umbral de un compuesto se define como la minima concentracion a la cual el estimulo es
reconocido y detectado. Su determinacion se realiza utilizando la prueba de escogencia forzada en
la cual la intensidad del estimulo quimico se determina en una serie ascendente de concentracién por
medio de pruebas triangulares y se marca con (+) o (-) dependiendo si existe el estimulo quimico o
no. Las concentraciones de las muestras a estudiar deben incrementarse en un factor constante. Asi
por ejemplo si x representa un umbral aproximado del compuesto a estudiar entonces el factor de
dilucion podra seguir la siguiente serie de concentraciones aumentando el factor en multiplos de “3”
(...x/27,x/9,x/3, x, 3%, 9%, 27x...). Cada muestra y cada blanco debe ser codificada con tres nimeros
generados al azar para evitar sesgo en los panelistas, y presentarse en tres posiciones diferentes entre
los blancos (ABA, BAA, AAB...) siendo A las muestras blanco y B la muestra a estudiar.(34).

Si bien es cierto la determinacion del valor umbral de sabor puede variar con la edad (35), es
importante para definir la concentracion a la cual se usara el compuesto en productos procesados.
Un estudio realizado en azafran revel6 la importancia del estudio del valor umbral del compuesto
clave responsable del sabor amargo (picrocrocina) en este condimento, usando el azafran como un
aditivo en infusiones herbales. La determinacion del valor umbral de deteccidn y reconocimiento de
la picrocrocina a una temperatura de 10°C fue 7,09 mg/L y 7,71 mg/L respectivamente. De esta
forma la adicion de 1,1% de azafrén en te de cascara de naranja (infusion #1), manzana (infusion #2)
y te negro (infusion #3) fueron evaluadas sensorialmente. Un andlisis preliminar en HPLC de las
infusiones permiti¢ la cuantificacion de picrocrocina obteniendo un valor maximo de 3,3 mg/L, cabe
resaltar que este valor se encuentra por debajo del valor de reconocimiento del compuesto. El anélisis

sensorial confirmé que el sabor de azafran no fue reconocido en la infusion herbal #1, mientras que
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en las infusiones #2 y #3, 2 y 3 panelistas de 7 reconocieron el sabor respectivamente, lo que permitio
concluir que la percepcion fue pobre a una temperatura de 10°C (36).

1.3 Actividad bioldgica de las frutas tropicales

Las frutas y vegetales son fuentes importantes de micronutrientes y compuestos benéficos para la
salud asociados a disminuir el riesgo de padecer enfermedades crénicas tales como el cancer, la
diabetes y la hipertension, entre otras. (37,38). Por ejemplo, el consumo de frutos rojos esta asociado
a una prevencion de enfermedades que pueden desencadenarse por desequilibrios oxidativos o

inflamatorios, debido a la presencia de antocianinas y compuestos fendlicos (39).

En el caso de las frutas tropicales de la familia Solanacea, se ha reportado que algunas exhiben
actividad antihipertensiva en sus frutos, por ejemplo el pimiento (Capsicum annum), el chile
(Capsicum frutescens) (40,41) y el lulo (Solanum quitoense Lam.) (27). Otra fruta de esta familia, la
uchuva (Physialis peruviana) ha mostrado ser efectiva en la disminucion de la hipercolesterolemia
en ratas (42).

Teniendo en cuenta que la familia solandcea presenta multiples beneficios para la salud humana y
que hay evidencia de su efecto en la regulacion de la presion arterial, se decidié explorar esta

actividad en los frutos de tomate de arbol, con el fin de evaluar su potencial como alimento funcional.

1.3.1 La hipertension arterial

La hipertension es una enfermedad de carécter cardiovascular que consiste en el incremento de la
presion arterial sistélica, con valores iguales o por encima de 140/90 mmHg (43). Hoy en dia la liga

colombiana del corazén reporta que una de cada cuatro personas adultas padece de hipertension (44)

La hipertension puede asociarse con numerosos factores tales como dietas desequilibradas,
tabaquismo, sedentarismo y el uso nocivo del alcohol, conllevando a enfermedades cardiovasculares
y nefropatias. La hipertension se desarrolla a consecuencia de la alteracion del sistema metabdlico
conocido como renina- angiotensina-aldosterosa el cual es un sistema peptidérgico (45). Este
sistema ayuda a regular a largo plazo la presion sanguinea y el volumen extracelular corporal (Figura
1-6)
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Figura 1-6 Mecanismo de accién del sistema renina-angiotensina-aldosterona en el proceso de
hipertension

Cuando el angiotensindgeno (a-glicoproteina liberada en el higado) se rompe por accion de la renina
(enzima secretada del aparato juxtaglomerular del rifion), es convertida en Angiotensina I, este
decapéptido se convierte en Angiotensina Il, por accion de la Enzima Convertidora de Angiotensina
I (ACE-I, por sus siglas en inglés, enzima secretada por las células endoteliales de los pulmones y
los rifiones). Este octapéptido, estimula la liberacién de aldosterosa u hormona antidiurética, la cual
genera la reabsorcion de agua a nivel renal produciendo finalmente la sensacion de sed y aumentado
la cantidad de sodio en los rifiones. De la misma forma, las células musculares lisas que tienen
receptores de angiotensina, permiten la apertura de canales de calcio, activando la contraccion
muscular generando la hipertension arterial. Por estas razones la inactivacion o inhibicion de la

actividad del a ACE-I permite controlar la hipertension.
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1.3.2 Compuestos con actividad antihipertensiva

Para entender los compuestos que pueden inactivar la accion de la enzima convertidora de
Angiotensina (ACE-I) se debe conocer la estructura de esta enzima, la cual consiste de 27 hélices y
seis l&minas-P relativamente cortas. Su centro activo se conforma de un i6n Zn(Il) enlazado a dos
iones cloruros incluidos al interior de la enzima, de los aminoécidos His 383, His 387 y Glu 411y
aguas de coordinacion en la cuarta posicion (Figura 1-7) (46).

(a) (b)

Figura 1-7 (a). Estructura secundaria de la Enzima Convertidora de Angiotensina (ACE-I)
determinada por estudios de cristalografia de rayos X. (b). Ampliacion del sitio activo de la enzima
convertidora de Angiotensina (ACE) tomado de (47)

El mecanismo de accion de los medicamentos comerciales utilizados para controlar la hipertension
(como el captopril) (Figura 1-8) es enlazarse competitivamente al ion zinc por la formacion de
complejos de coordinacién con el atomo de azufre y también se enlazan fuertemente por medio del
grupo carbonilo a los residuos His 513 y His 353. En el caso del enalapril su residuo aromatico
interactla con la parte hidrofébica de la enzima, especificamente generada por los aminoacidos Phe
512y Val 518 (48).
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Figura 1-8 Estructuras de algunos compuestos usados como inhibidores de ACE (1). Captopril.
(2). Enalapril

1.3.3 Medida de la actividad antihipertensiva

Asi, la actividad antihipertensiva en modelos in vitro se realiza midiendo la habilidad de los sustratos

para inhibir la actividad de la ACE-I. Existen dos tipos de metodologias mas cominmente usadas.

La primera es un protocolo por lectura espectrofotométrica (49). En este caso se usa como sustrato
simulante de angiotensina | el HHL (Hipuril-Histidil-Leucina) que después de ser incubado y
transformado por la enzima, genera acido hipurico cuya concentracion puede ser determinada con la
lectura de su méaximo de absorcion en la longitud de onda de 228 nm en el espectro UV-vis. La
segunda es el protocolo por lectura espectrofluorométrica (50). En este ensayo, se usa como sustrato
O-aminobenzoilglicil-p-nitro-L-fenilalanil-L-prolina (Abz-Gly-Phe(NO2)-Pro) que después de ser
sometido a un proceso similar de incubacién genera O-aminobenzoilglicina (Abz-Gly), cuya
cantidad se puede determinar por su absorbancia en el espectrofluorémetro a una longitud de onda
de excitacion entre 355-375 nm y una longitud de onda de emisién entre 400-430 nm. Se conoce que

este método es mas sensible que el UV-vis.

1.4 EIl tomate de arbol (Solanum betaceum Cav)

1.4.1 Generalidades de la planta

El tomate de arbol también conocido como tomate extranjero, tomate cimarrdn, tomate de monte,
tomate silvestre o tamarillo (Solanum betaceum Cav) o Cyphomandra betacea, es una planta de la
familia Solanacea nativa de los Andes y distribuida en paises como Colombia, Perd, Ecuador,

Bolivia, Brasil, Estados Unidos de América y Nueva Zelanda (51). Esta planta crece entre los 1.000
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—3.000 m.s.n.m. a una temperatura promedio entre 18 y 22 °C y precipitacion anual de 600 a 800
mm (52).

Es una planta arbustiva y pubescente que crece en promedio entre 5.2 a 4 metros de altura, cuyo
tronco es monopodial, su primera ramificacion se encuentra a la altura entre 1 y 1,5 metros en dos o
tres ramas. Las hojas son alternadas, estan agrupadas en las puntas de las ramas con un peciolo
robusto entre 4 a 8 cm. Las flores son carnosas de color rosa entre 1,3 a 1,5 cm en su corte transversal.
Los frutos son de forma elipsoidal u ovoide, pueden alcanzar un diametro de hasta 4 cm y su color
varia desde el verde-morado hasta el amarillo y rojo naranja, dependiendo de la variedad, la cual es
determinada, méas que por el color de su pericarpio, por los caracteres morfoldgicos internos, en

especial por el color del mesocarpio y endocarpio (53).

La pulpa adquiere el color del mucilago (parte gelatinosa que recubre las semillas de la fruta), que
contiene parte de los pigmentos que se difunden en ella. Dichos pigmentos son las antocianinas
(color rojo-morado) y carotenoides (amarillo) (54,55). Entre las variedades comerciales se destacan

las siguientes (Figura 1-9):

= Tomate de arbol rojo: Presenta un color de peciolo rojo-morado, la corteza del fruto es rojo-
anaranjado, su pulpa es anaranjada y puede alcanzar un peso de 90 g el cual es cominmente
conocido como tamarillo. (Figura 1-9a)

= Tomate de drbol “Golden”: Presenta un color del pericarpio amarillo con manchas rojizas
y su endocarpio color rojo oscuro pero menos intenso que la variedad anterior. La fruta es
de tamafio medio y forma ovalada. (Figura 1-9b)

»= Tomate de arbol amarillo: Presenta una corteza totalmente amarilla al igual que su pulpa y

puede alcanzar un peso promedio de 75 g. (Figura 1-9¢)
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Figura 1-9. Variedades comerciales del tomate de arbol. (a). Tomate de arbol rojo. (b). Tomate de
arbol “Golden”. (c). Tomate de arbol amarillo.

Esta fruta se consume en forma de jugos y en la industria para la fabricacion de mermeladas, salsas,
dulces y postres (56). La produccion de esta fruta hasta el afio 2014 (Figura 1-10jError! No se
encuentra el origen de la referencia.) presentd un alza del 2%, siendo Antioquia, Cundinamarca y

Tolima los mayores productores de esta fruta en Colombia (4, 56).
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Figura 1-10. Area cosechada y produccion en Colombia de tomate de arbol entre los afios 2007-
2014

1.4.2 Estudios quimicos sobre el tomate de arbol

El primer estudio de compuestos volatiles de esta fruta se realizé en el afio 1992 (57), y se describid
su aroma como frutal, verde, herbal, con notas maderadas y especiadas, que responde al perfil
descriptivo de la Figura 1-11. En este estudio se identificaron 50 compuestos volatiles en el extracto
obtenido por extraccion liquido-liquido con pentano: diclorometano (2:1, v/v), donde se identificé al
hexanoato de metilo (nota frutal), sequido del (E)-2-hexenal, el (Z)-3-hexenol (responsables de la

nota verde), el eugenol y el 4-alil-2,6-dimetoxifenol (hota especiada) como compuestos

mayoritarios.
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Figura 1-11. Perfil de aroma del tomate de arbol (tomado de 57)

Recientemente se adelantaron algunos estudios sobre los compuestos volatiles en las dos variedades
de tomate de arbol mas comunes (roja y amarilla) por HS-SPME. En este estudio se reportaron 58
compuestos para la variedad amarilla. Sus principales constituyentes en su porcentaje de area fueron:
el a-terpineol, hexanoato de metilo, octanoato de etilo, 2,6-nonadienal, hexanoato de etilo, 1,8-
cineol, naftaleno, octanoato de metilo, p-cimeno, terpinen-4-ol, a-felandren-8-ol, benzoato de etilo,
metil eugenol, decanal y B-ionona. Para la variedad roja se reportaron 33 compuestos, entre los cuales
se destacan el naftaleno, el a-felandren-8-ol, el nonanal, decanal, hexanoato de etilo, etanol, B-

ionona, butanoato de etilo y el a-cedrol (58).

El tomate de arbol ha sido estudiado y caracterizado en sus componentes principales tales como
contenido de vitaminas, carotenoides y minerales, entre otros. El tomate de arbol en variedades rojo
y amarillo presenta mayor cantidad de sacarosa en la fruta (1,7 g por cada 100 g de tomate de arbol
amarilloy 1,6 g por cada 100 g de variedad tamarillo). A continuacion en la Tabla 1-1 se resume la
caracterizacion fisicoquimica que se ha reportado en la literatura, para diferentes atributos. Es de
resaltar que el tomate de arbol resulta rico en potasio y bajo en sodio lo que permite ser usado en una

dieta saludable para el ser humano (5).
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Tabla 1-1. Andlisis nutricional, principales componentes fitoquimicos y actividad antioxidante de
dos variedades de tomate de arbol

Parametro Variedad Variedad Referencia (s)
Roja Amarilla

Diametro (cm) 7.0 6,4 (59,60)

Longitud (cm) 8,0 7,0 (59)

pH 3,6 3,2-3,5 (53,59,60)

Contenido de Sélidos solubles (°Brix) 9,4-13,6 10-11 (53,60)

Acidez titulable (%) 0,76 -1,8 09-1,8 (59)

Humedad (%) 92 - 87 88 — 86 (60)

Proteinas (%) 1,8-272 19-24 (5,60)

Grasa (%) 0,08 -0,6 0,05-0,72 (60)

Glucosa (%) 11-14 11-17

Fructosa (%) 13-14 15-17

Sacarosa (%) 16-17 1,7-19

Acido citrico (%) 2,7-0,77 2,5—1,02

Acido malico (%) 0,05-0,53 0,32-0,07

Sodio ( mg 100 g'PF) 8,9-0,2 4,96 — 0,06 (5,59,60)

Potasio ( mg 100 g*PF) 524 — 238 440 - 311

Calcio ( mg 100 g'PF) 26-7,3 25-10,4

Magnesio ( mg 100 g*PF) 254 -14 225-16

Hierro ( mg 100 g*PF) 0,9-0,35 0,6 - 0,22

Boro ( mg 100 g*PF) 0,14 0,14

Cobre ( mg 100 g*PF) 0,12 9,5

Fosforo ( mg 100 g*PF) 35 32 )

Zinc ( mg 100 g'PF) 0,17 0,16

Vitamina C (mg/ 100 g PF) 42 - 14 33,15-14

Vitamina E (tocoferoles) (mg/100gPF) 1,8 3,5 (5,59,60)

Compuestos fenolicos solubles totales 187 —81 125-81 (55,60,61)

(mg GAE/g PF)
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Tabla 1-1- (continuacion)

Parametro Variedad Variedad Referencia (s)
Roja Amarilla

Acido dicafeoil quinico (mg equivalentes 21,0+0,3 17,1+0,2

estandar/100 g de material seco)

Acido 3-O-cafeoil quinico ® 54,8+0,4 42.8+0,2

Acido 5-O-cafeoil quinico® 1,27+0,18 2,62+0,54

Glucosa cafeoil® 9,7+0,1 3,7+0,01 (60,61)

Feruloil glucosa® 98+0,1 6,3 + 0,05

Acido rosmarinico® 121,89+11,06 32,85+6,998

Glicésidos de acido rosmarinico (3 19,71+2557 5,19 #1,125

isomeros)®

Carotenoides totales (mg 100 g*PF) - 4,4

B-Criptoxantina 4,6° 45,32 ; 1,5°

B-Caroteno 22,6 26,1%;5,1°

Anteraxantina 0,1° 5,1%0,3"

Antocianinas totales (mg 100 g* en términos 85 = ----—-- (54)

de cianidina 3- glucosido)

Delfinidina-3-rutindsido® 62 ND

Pelargonidina 3-glucésido-5-ramnésido® 31,5 ND

Cianidina 3-rutinésido® 6,5 ND

Capacidad Antioxidante® 1659,4 1002,3

GAE: Equivalentes de acido galico; PF: Peso en fresco; ND: No detectado; * % de acuerdo al total
de carotenoides; ® mg/100 g material seco; ¢ % de acuerdo al total de antocianinas totales; ¢ umol
TEAC /100 g PF

Se evidencia mayor cantidad de fenoles totales en la variedad roja que en la amarilla, ya que estan
presentes las antocianinas en el tamarillo y las cuales también contribuyen al aumento de su actividad

antioxidante.

El color del tomate de arbol es otro atributo que ha sido objeto de estudio. Se ha demostrado que las
antocianinas presentes en el tamarillo (delfinidina-3-rutinésido, pelargonidina 3-glucésido-5-
ramnosido y cianidina 3-rutinésido), son las responsables de su caracteristico color rojo llamativo
para los consumidores (54). También se determind que existe mayor cantidad de pigmentos

poliméricos naturales en el exocarpio, sin embargo la cantidad de delfinidina-3-rutindsido
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(antocianina mayoritaria) es mas alta en el gel que en la piel de la fruta. (62). Por otra parte, este tipo
de compuestos han demostrado no presentar ningun aporte en el sabor de los alimentos y bebidas
como el vino. (63)

El sabor amargo con frecuencia genera rechazo entre los consumidores. Sin embargo, algunos
compuestos amargos son aceptados por el ser humano gracias a la adaptacion a este tipo de sabores
como los presentes en el café, el queso, la cerveza, el té entre otros. Por otro lado el sabor umami es
un potenciador de sabor, que resalta en principio las notas acida y dulce que la fruta presenta y que

es muy deseado en la industria de alimentos.

Hasta el momento no hay ningun estudio quimico referente al sabor del tomate de arbol. Es asi como
en este trabajo se plante6 el estudio de los compuestos con sabor amargo y umami, los cuales son
caracteristicos de la fruta. Se escogi6 la variedad amarilla para evitar la interferencia de las
antocianinas en los procesos de separacion y purificacion de los compuestos responsables de los
descriptores de sabor mencionados anteriormente. Los estudios fueron acompafiados de un analisis
sensorial, haciendo uso ademas de diferentes tipos de cromatografia. Adicionalmente, basados en
los resultados de actividad antihipertensiva encontrados en otras frutas de la familia Solanacea, se

decidio6 realizar un ‘screening’ de esta actividad en el tomate de &rbol variedad amarilla.






2. Materiales y métodos

2.1 Reactivos

Se emplearon solventes como acetona, éter dietilico, diclorometano, acetato de etilo y n-butanol,
grado anélisis para la extraccion. Para el andlisis por HPLC, los solventes utilizados, acetonitrilo y
metanol fueron grado HPLC y el agua fue purificada en un sistema MiliQ (Barnstead Nanopure
Diamond, Thermo Scientific, Dubuque, 1A, USA).

2.2 Material Vegetal

Los frutos de tomate de arbol amarillo (Solanum betaceum Cav.) fueron adquiridos en los mercados
locales de la ciudad de Bogota, de categoria extra y estado maduro, escogido por el color externo
amarillo (100 %). Su caracterizacién fisicoquimica incluyo la determinacion de pH, grados Brix y
acidez titulable. EI pH fue medido sobre el zumo de la fruta con un pHmetro 370 (Jenway,
Staffordshire, UK). El contenido de s6lidos solubles fue medido directamente con un refractometro
39-45-01 (Bausch & Lomb, Rochester NY, USA) y los resultados fueron expresados como °Brix.
La acidez titulable fue determinada por valoracion con NaOH (64) y fue expresada como % de acido
citrico por cada 100 g de fruta. Los resultados se reportaron como el promedio de tres

determinaciones * la desviacion estandar.

2.3 Obtencidén de los extractos

El tomate de arbol fresco y sin cascara (4819 g) fue cortado en rodajas y puestos en bandejas de
aluminio (191 x 141 x 33 mm) para su liofilizacién. Posteriormente porciones de 90 g (30 g 3x) de
la fruta liofilizada fue sometida a extraccion con acetona: agua en proporcion 7:3 (300 mL, 3x, por
cada 30 g) durante 24 horas a temperatura ambiente y en frascos oscuros. Luego se filtrd el residuo
y se elimind el solvente mediante destilacién al vacio (Rotavapor Biichi, modelo R110, New Castle,
DE, USA,; 40°C maximo) hasta obtener un volumen reducido de extracto diluido en agua, el cual fue
almacenado en condiciones de humedad y temperatura (-20°C). El extracto anterior se sometié a

particiones sucesivas liquido-liquido (50 mL 3x, por cada 30 g de fruta liofilizada) con éter dietilico,
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diclorometano, acetato de etilo y n-butanol, obteniendo cinco fracciones correspondientes a cada
solvente y la fraccion acuosa restante. El solvente en cada extracto se elimind en vacio con el
rotavapor, los residuos se disolvieron en agua y se liofilizaron (2x). A continuacién se presenta un

esquema general de fraccionamiento utilizada en este trabajo (Figura 2-1).
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Figura 2-1. Esquema general de fraccionamiento del tomate de arbol variedad amarilla.
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2.4 Analisis sensorial

Los extractos crudos fueron sometidos a andlisis sensorial de sabor con el fin de realizar un
fraccionamiento bioguiado hacia la purificacion de los compuestos responsables del sabor amargo y
umami presentes en el tomate de &rbol. Se contdé con un panel entrenado pertenecientes a la
Disaromas LTDA constituido por 8 personas con edades entre 24 y 40 afios de edad, quienes
evaluaron los diferentes atributos de sabor, principalmente los descriptores umami y amargo. Las
muestras (cinco fracciones) se suministraron después de haber sido liofilizadas dos veces las
muestras de extracto y fracciones con la concentracion presente en la fruta, asegurando asi su
inocuidad, de acuerdo con el protocolo aprobado por el comité de ética de la Facultad de Ciencias
de la Universidad Nacional de Colombia- sede Bogota, segln consta en el acta 05 del 4 de mayo de
2015 (Anexo A). Los resultados se analizaron por el método componentes principales. Se analizé la

intensidad de los atributos de interés (Anexo B) a lo largo de los bioensayos.

2.5 Estudio de la fraccion responsable del sabor amargo en el tomate de
arbol variedad amarilla.

2.5.1 Fraccionamiento del extracto de acetato de etilo.

Con base en los resultados del andlisis sensorial se selecciono la fraccion de AcOEt para aislar
compuestos con sabor amargo. Asi, esta fraccion (68 mg), se redisolvié en metanol y se llevo a
cromatografia de exclusion por tamafio usando una resina Toyopearl HW-40S (Mitsubishi, Japon).
Las fracciones resultantes se eluyeron sucesivamente con metanol acuoso al 40% y al 70% v/v, luego
se utilizé mezcla acetona: metanol: agua en proporcion (2:5:3 v/v) y finalmente acetona: agua (7:3
v/v) para obtener cuatro subfracciones las cuales fueron colectadas por volumen de elucién de las
diferentes mezclas de solventes (F1: 17 mg; F2: 23 mg; F3: 8 mg; F4: 4 mg). Estas fracciones se
analizaron por HPLC UV-Vis en un equipo Shimadzu acoplado a un detector UV-Vis equipado con
un sistema de bombeo binario (LC-10ADvp), desgasificador (DGU-14A) inyector manual Rheodyne
con loop de 5 pL, se usé una columna Poreshell 120 SB-Cis (4.6 X 150 mm d.i.; 2,7 um), y como
fase movil una mezcla acetonitrilo: agua, con el siguiente gradiente 0-2 min en 3%, 2-30 min 25 %,
30-40 min 85%, 40-45 min 25% a un flujo 0,8 mL/min.

En la fraccion 2 se obtuvo puro el compuesto 1, lo cual se comprobé en un equipo UHPLC-DAD-
ELSD (Thermo Scientific Dionex UltiMate 3000 equipado con inyector automatico, bomba

cuaternaria, detector de UV de arreglo de diodos (DAD) y acoplado a un detector universal
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evaporativo de dispersion de luz SEDEX 85 Sedere LT-ELSD) usando las condiciones del programa
descrito anteriormente. Este compuesto resultd activo al sabor amargo, su estructura fue elucidada
por medio de diferentes analisis espectroscopicos, tales como Resonancia Magnética Nuclear *H,

13C mono- y bidimensional y espectrometria de masas (MS) de baja resolucion.

2.5.2 Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas (HPLC-
MS)
Los analisis de HPLC-MS de baja resolucién se realizaron en un sistema HPLC Shimadzu acoplado
a un detector de espectrometria de masas LCMS-2010, equipado con un sistema de bombeo binario
(LC-10ADvp), desgasificador (DGU-14A) inyector manual Rheodyne con loop de 5 L, un detector
UV-Visy una columna Poreshell 120 SB-C18 (4.6 x 150 mm d.i.; 2,7 um) en las mismas condiciones
empleadas en el numeral 2.5.1 empleando un flujo de 0,8 mL/min. El espectrometro de masas estaba
equipado con un analizador cuadrupolo y una fuente de ionizacion por electrospray con las siguientes
condiciones: temperatura del CDL y de bloque 250 °C, voltaje capilar 1.8 kV y se empled nitrégeno
como gas de nebulizacion a un flujo de 1.5 mL/min. El procesamiento de los datos se realiz6 en el
software del equipo LCMS LabSolutions V3. La deteccion se realiz6 en modo positivo y negativo

simultaneamente, en un rango de masa de 100-1000 u.

2.5.3 Analisis por Resonancia Magnética Nuclear (RMN tH y de C)

Se emple6 un equipo Bruker de 400 MHz se usé como solvente dg— DMSO, y la sefial residual del
solvente a 6 3,41 ppm fue establecida como referencia para calibracién de los desplazamientos

guimicos. Los resultados fueron procesados y analizados con el software MestReNova 6.2.

2.5.4 Anadlisis cuantitativo del compuesto 1

La cuantificacion del compuesto 1 se llevo a cabo siguiendo el método de adiciones estandar,
empleando el compuesto purificado de la fruta. Para tal fin, se utiliz6 un equipo UHPLC-DAD-
ELSD anteriormente descrito usando una columna Poreshell 120 SB-Cis y como fase mévil una
mezcla de acetonitrilo: agua (&cido férmico 0,1%) con el siguiente gradiente: 0-2 min en 3% de
acetonitrilo, 2-10 min 25%, 10-15 min 85%, 15-17 min 25% , 17-20 min 3% 20-22 min 100% y 22-
25 min 3%., aun flujo de 0,7 mL y longitudes de onda de monitoreo A 254, 280 y 340 nm. Los datos
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fueron analizados mediante el software Chromeleon Client Versidn 6.80. Se prepard una solucion
stock del compuesto (800 ppm) usando como solvente una mezcla acetonitrilo-agua (4:1) y a partir
de este se prepararon diferentes concentraciones (7, 40, 100, 150 y 400 ppm) con el extracto AcOEt.
En el equipo de UHPLC-DAD-ELSD se inyectaron las cinco soluciones y el analisis se realiz6 con
la determinacién del tiempo de retencién y la absorbancia caracteristica a 340 nm. Por ultimo se
realizd una curva de calibracion graficando el area del pico vs la concentracion del compuesto
(y=0,0236x + 0,006); de esta forma la concentracion del compuesto en la fraccion de acetato de etilo
se determind por interpolacion. Los andlisis se realizaron por triplicado y se report6 el promedio +

la desviacion estandar.

2.5.5 Determinacion del valor umbral del compuesto 1

La determinacién del valor umbral de sabor del compuesto, se realiz6 utilizando en la metodologia
gue se propone en la norma internacional ASTM E 679-04 (34). Para ello se entrend el panel en el
reconocimiento, deteccion y valor umbral del sabor amargo usando cafeina como patrén de
referencia. Se realizaron (5) soluciones de concentraciones entre (293 a 39 ppm) usando un factor
de dilucidn 1,5 para cada una. La evaluacion de los panelistas se realizé mediante analisis triangular
marcando en cada caso la muestra diferente de los blancos (Anexo C) con el fin de determinar
ausencia o presencia del descriptor. Cada muestra fue codificada usando 3 digitos escogidos al azar

y presentados al panel de la forma mas aleatoria posible.

2.6 Estudio de la fraccion responsable del sabor umami presente en
tomate de arbol variedad amarilla.

2.6.1 Fraccionamiento del extracto acuoso.

Con base en los resultados del andlisis sensorial se seleccion la fraccion acuosa para estudiar los
compuestos con sabor umami. El extracto acuoso se disolvié en agua (5 g, 6x) y se aplico en una
columna empacada con resina DIAION HP-20 (Mitsubishi Chemical Holdings Group, Supelco Park,
Bellefonte, PA, USA) (16 g). La elucion se inici6 con MeOH acuoso al 10%, y se aument6 la
cantidad de MeOH en proporciones 20, 40, 60, 100 para luego finalizar con una elucion de acetona:

agua (7:3 v/v). Se recolectaron 6 fracciones en total (F1-F6) correspondientes cada una a 100 mL
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del solvente de elucion. A cada fraccion se le elimind el solvente en rotavapor y se liofilizaron (2x)
para su andlisis sensorial. La fraccién F.1 se transfirié nuevamente a la columna Diaion siguiendo el

mismo proceso anterior, obteniendo nuevamente 6 fracciones (F1.1 —F.1.6)

2.6.2 Extraccion en fase solida (EFS)

La fraccién F.1.1 se fraccion6 (1g de F1.1 5x) en fase sélida utilizando cartuchos DSC-18 de 10 g
(supelco, Bellefonte, PA, USA) previamente acondicionados con etanol y agua destilada. Se eluyé
primero con agua destilada (300 mL) y luego con etanol (grado alimenticio, 200 mL). Finalmente se
recuperaron los cartuchos eluyendo con hexano (200 mL). Los solventes se eliminaron en rotavapor
y los residuos se redisolvieron en agua para su posterior liofilizacion. De acuerdo al analisis sensorial
se resolvid que en la fraccion etandlica esta el compuesto responsable del sabor umami y en la

fraccion acuosa el &cido citrico responsable del sabor acido de la fruta.

2.7 Determinacion de la actividad antihipertensiva

2.7.1 Reactivos

Para la actividad antihipertensiva se empled la enzima convertidora de Angiotensina | (ACE-I) del
pulmén de conejo (EC 3.4.15.1), hipuril-histidil-leucina (HHL) y cloruro de sodio adquiridos en
Sigma-aldrich Co. (St Louis, MO, USA). También se emplearon &cido clorhidrico, acetato de etilo,
fosfato monopotasico y dihidrogenofosfato de potasio (merk, Darmstadt, Germany). El agua
empleada fue purificada a través de un sistema de purificacion Barnstead Nanopure Diamond
(Thermo Scientific, Dubuque, 1A, USA). El captopril empleado como control positivo se adquirié
como medicamento (25 mg, 30 tabletas, GENFAR).

2.7.2 Andlisis espectrofotométrico

El método utilizado fue el publicado por Hernandez-Ledezma et al 2003 (65), para evaluar la
actividad antihipertensiva del extracto crudo, las fracciones obtenidas de la particion liquido-liquido

y sus subfracciones obtenidas por cromatografia. Para tal fin se prepararon las siguientes soluciones:
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Solucion buffer a pH 8,3: Se realizaron soluciones 0,2 M (10 mL) de las sales de fosfato respectivas
y se mezclaron aproximadamente 9,4 mL de la solucién de K;HPO4y 0,6 mL de la solucion de
KH.PO4, hasta ajustar el pH. La medida del valor del pH fue leida en un pHmetro 370 (Jenway,
Staffordshire, UK). Luego se adiciond cloruro de sodio hasta una concentracion final en la solucién
buffer de 0,3 M.

Solucion de sustrato HHL: En la solucién anterior se solubilizé el sustrato HHL hasta una
concentracién de 10 mM. Asi para un volumen de 2 mL fueron usados 8,5 mg de sustrato, los cuales

fueron solubilizados con vortex.

Resuspencion de la enzima ACE-I: La enzima fue resuspendida en una solucién de la buffer en
relacién 1:1 con glicerol como se referencia en su ficha de seguridad. Luego se tomaron 22,5 uL y

se solubilizaron nuevamente en 1 mL de solucion buffer descrita en el item anterior.

Preparacion de la muestra: Cada muestra liofilizada y pesada previamente fue redisuelta en agua
grado HPLC, a la concentracion (100, o 1,3 ppm segun sea el caso) sin ningln tratamiento

subsiguiente.

Para todos los casos, se mezclaron 10 pL de sustrato HHL, 26 pL de la enzima ACE-l y 14 pL de la
muestra (agua en caso del blanco) en una placa de 96 pozos para un volumen total de 150 uL para
cada lectura. Las muestras se dejaron incubar por 80 minutos a 37°C en una incubadora con agitacion
lenta (New Brunswick Scientific, CO, INC, edison; N.J. U.S.A). La enzima fue inactivada por la
adicion de 110 pL de HCI 1M. La mezcla anterior se traslad6 a un tubo ependorf de 2 mL, se adiciond
1 mL de acetato de etilo y se agit6 en un equipo vortex (IKA, MS 3 digital) 1500 rpm por 1 minuto.
Luego se tomaron 750 uL de la fase organica, y se trasladaron a un vial de vidrio y se evaporo el
solvente en un horno de secado (Model RE53. RedLine, Tuttlingen, Germany,) cuya temperatura
maxima fue 80°C. El residuo fue resuspendido en 1 mL de agua destilada y se determiné la

absorbancia a una longitud de onda de 228 nm.

El blanco de la reaccion fue preparado de la misma forma como se describié anteriormente. Sin

embargo se cambid el orden de adicion de los reactivos; el HCI fue adicionado antes de la enzima.
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En este caso no fue necesaria la incubacion. Por otro lado el blanco de la muestra fue preparado

siguiendo el procedimiento inicial pero reemplazando el volumen de la muestra por agua destilada.

El porcentaje de inhibicion de cada muestra fue medida siguiendo la expresién matematica que se
muestra a continuacion:
(AbSBmuestra - Absmuestra)

%IACE = * 100
(AbSBmuestra - AbSBreaccién)

Ecuacion 1. Calculo del porcentaje de inhibicion de ACE sin correccion.

Donde AbsBestrq €5 la absorbancia del blanco de la muestra en presencia de la enzima ACE,
Abspuestra COrresponde a la absorbancia en presencia de ACE y el inhibidor (muestra) y

AbSByeqccisn COrresponde a la absorbancia del blanco de la reaccion.

Sin embargo en algunas muestras (extracto crudo y fracciones Eter, DCM, AcOEt, BUuOH y agua)
donde el valor del blanco de la muestra fue mayor al blanco de la reaccién, debido a interferentes en

la matriz de estudio, se realiz6 una correccion como se expresa en la siguiente formula:

(AbSBmuestra - Absmuestra) - (Absmuestra - Absmuestra blanco) %

100
(AbSBmuestra - AbSBreaccién)

%IACE =

Ecuacidn 2. Calculo corregido por interferentes en la matriz de estudio para hallar el porcentaje de
inhibicion de ACE.

2.8 Analisis estadistico

Para el analisis multivariado (PCA) fue usado el programa RWizard version 7.0 ejecutado en un
computador personal ICore 5. En general para la determinacion de diferencias significativas entre
los valores del porcentaje de inhibicién de la enzima (ACE-I) con referencia al control positivo fue
usado el analisis ANOVA. El célculo de desviaciones estandar fue llevado a cabo en hoja de calculo

electrénica, usando el programa Excel de la Suite Office 365.



3. Resultados y Discusion

3.1 Caracterizacion fisicoguimica de la fruta.

El tomate de arbol variedad amarilla empleado fue de calidad extra, en un estado maduro como se
muestra en la Tabla 3-1. Los valores mostrados en la anterior tabla estdn muy cercanos a los valores

reportados por Vasco et al (59), para tomate de arbol amarillo proveniente del Ecuador.

Tabla 3-1. Caracterizacion fisicoquimica del tomate de arbol variedad amarilla.

Parametro Resultado + SD Reportado en literatura (59)
Solidos solubles totales (°Brix) 10,05 + 0,23 10-11

Acidez titulable (% &cido citrico) 0,864% + 0,021 0,9-1,8

pH 3,87+ 0,03 3,2-35

% Humedad 86,83 + 1,62 88-86

SD: Desviacion estandar (SD por sus siglas en inglés)

3.2 Fraccionamiento bioguiado (sabor) del extracto de tomate de arbol
variedad amarilla

Con el objeto de hacer una extraccion exhaustiva de los compuestos activos al sabor se obtuvo un
extracto polar a partir de la fruta liofilizada. Luego este extracto crudo concentrado se sometié a
extracciones sucesivas con éter dietilico (EtO,), diclorometano (DCM), acetato de etilo (AcOEt), n-
butanol (BuOH) y el residuo acuoso para recuperar la mayor cantidad de compuestos activos al sabor

en el tomate de arbol.

Dichos extractos fueron sometidos a analisis sensorial por 8 panelistas para realizar un perfil
descriptivo del sabor del tomate de arbol y los resultados fueron sometidos a un andlisis de
componentes principales. De acuerdo a la distribucion y al puntaje de distribucion de las muestras

en general se encuentran muy dispersas y no se pueden notar diferencias se puede concluir que la



Capitulo 3. Determinacion de la actividad antihipertensiva en tomate de arbol 53

fraccion acuosa y butandlica son muy parecidas sensorialmente, mientras que las fracciones restantes

no presentan ninguna agrupacion observable. En el PCA analizado de acuerdo a los atributos

evaluados se encontré que los descriptores méas relevantes fueron: astringente, amargo, acido,

umami, salado, verde, tomate de arbol, acuoso Y citrico; escogidos como los atributos principales

presentes en los extractos determinados por su frecuencia de aparicion. De acuerdo los atributos que

mas influyen en el sabor de la fruta son: el acuoso, astringente, verde, acido, umami y tomate de

arbol (
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Figura 3-1 (a). Analisis de componentes principales (PCA) de los extractos crudos (b).Analisis de
componentes principales del extracto crudo de acuerdo a los atributos evaluados en las fracciones.

Los resultados anteriores se organizaron también en un grafico de barras (Figura 3-2) en donde se

evidencia que la fraccion de acetato de etilo tiene como principales descriptores el amargo, verde y

tomate de arbol, razén por la cual se escogi6 para su posterior fraccionamiento. A pesar que las

fracciones de éter etilico y acuosa presentaron un mayor valor de intensidad en el descriptor amargo,
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en el descriptor tomate de arbol presentd una menor intensidad en comparacion con la fraccién de
acetato de etilo. Adicionalmente los sabores &cido y salado, se encuentran concentrados en las
fracciones polares de butanol y agua, siendo mas intensa en la acuosa. En cuanto al sabor umami el
extracto acuoso present6 una mayor de intensidad con respecto a todas las otras fracciones. De modo
que esta fraccidn se escogid para posterior fraccionamiento y analisis con el objeto de estudiar la

presencia de compuesto responsables del sabor umami en esta fruta.
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Figura 3-2 Analisis sensorial descriptivo del sabor de las fracciones obtenidas a partir de tomate de
arbol variedad amarilla.

3.2.1 Fraccionamiento de la fraccién de AcOEt

De acuerdo al diagrama de la Figura 2-1 la fraccion de acetato de etilo se fracciond de nuevo sobre

resina Toyopearl HW-40S obteniendo asi cuatro subfracciones (T1-T4). Tanto el extracto como las
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fracciones obtenidas se analizaron por HPLC-UV-Vis (Figura 3-4a) y se evaluaron sensorialmente
enfocando los esfuerzos de purificacion solo donde se percibia el descriptor amargo. De acuerdo a
los cromatogramas es notorio que la separacién fue eficiente pues se obtienen compuestos diferentes
en cada fraccion exceptuando en las fracciones T1 y T2 donde se evidencia la presencia del mismo
compuesto con tg = 27,8 min. Con base en el anélisis sensorial es claramente notorio que las
fracciones T2 y T4 presentan los mayores valores de intensidad en el sabor primario amargo, segun
se muestra en la (Figura 3-4), sin embargo se escogio la fraccion T2 para analisis posterior, debido
a que el compuesto 1 se encontraba puro y en cantidad suficiente para posteriores analisis

espectroscopicos
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Figura 3-3. (a). Cromatograma HPLC-UV-Vis a A=280 y 340 nm y columna Poreshell 120 SB-Cs
de la fraccion de Acetato de etilo. (b) Fracciones T1-T4 provenientes del fraccionamiento de F
AcOEt
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Figura 3-4 Perfil sensorial de las cuatro fracciones obtenidas por tratamiento del extracto de acetato
de etilo con resina Toyopearl-40S.

La pureza del compuesto 1 se corrobord por analisis de HPLC-ELSD (Figura 3-5a), luego se sometié
a analisis espectroscopicos con el fin de elucidar su estructura. Los analisis en modo negativo
mostraron un ion en m/z 359 correspondiente al ion pseudomolecular [M-H] ~ y en modo positivo,
los fragmentos en m/z 361 correspondiente al ion pseudomolecular [M+H]*, en m/z 163
correspondiente a un fragmento [CoH-Os]*, en m/z 343 correspondiente a una pérdida de agua [M-
H,O+H]* y por ultimo en m/z 399 correspondiente al ion aducto [M+K]*, lo que sugiere un peso
molecular de 360 u para este compuesto (Figura 3-5).
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Figura 3-5. (a). Cromatograma HPLC-DAD-ELSD en columna Poreshell 120 SB-Cig del
compuesto 1 comparado con el blanco (agua: HCOOH 0,1%). (b). Espectro de masas ESIMS en
modo positivo del compuesto 1, correspondiente al pico con tiempo de retencion de 27,80 min. (c)
Espectro de masas ESIMS en modo negativo, correspondiente al pico con tiempo de retencién de
27,80 min.
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El espectro de RMN-H (Figura 3-6) de este compuesto presentd varias sefiales en la region de
protones sp? aromaticos y dos sefiales en la regiéon de protones alifaticos en &4 = 2,89 (1H, d, J =
14.4 Hz) y 2,98 (1H, td, J = 14.0, 3.7 Hz) ppm, que dan corresponden a un metileno con protones
diasterotopicos. Las sefiales en la zona de protones sp? sugieren la presencia de mas de un anillo
aromatico y que debido a la multiplicidad de las sefiales, podria tratarse de anillos tri sustituidos. Por
Gltimo es de resaltar la presencia de doble enlace de configuracion trans debido a las sefiales
presentes en oy = 6,24 (1H, d, J = 159 Hz) y 7,46 (1H, d, J = 15.9 Hz) ppm y su constante de
acoplamiento tipica cercana a 16 Hz y cuyo valor de desplazamiento quimico sugiere la presencia
de un grupo carbonilo adyacente. EI nimero total de hidrogenos fué 16.
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Figura 3-6 Espectro RMN-!H para el compuesto 1 (400 MHz, DMSO-ds).
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El espectro de APT- RMN 23C (Figura 3-7) present6 igualmente sefiales en la zona aromatica que
en total suman 12 carbonos de los cuales 6 de ellos son cuaternarios con desplazamientos que
sugieren la presencia de grupos hidroxilo unidos a ellos (Tabla 3-2). De igual manera se evidencia
la presencia de dos grupos carbonilos en el compuesto debido a sus sefiales en 6c = 166.7 y 171.6
ppm, correspondientes a un grupo éster y acido carboxilico respectivamente. ElI nimero de sefiales
de carbonos fue de 18.

Con base en el analisis del espectro de correlacién H-H (COSY H-H) (Figura 3-8) se observan las
siguientes subestructuras: un fragmento CH-CH, por la correlacion de las sefiales 6w = 2,89 y 2,98
ppm; el sistema del doble enlace trans; la presencia de dos anillos aromaticos 1,2,4 trisustituidos por
la correlacion entre las sefales 6n =.6,77 y 7,00; 6,53y 6,64 y 6,59 y 6,64. Se definié ademas a cual
de los dos anillos aromaticos esta unido el doble enlace trans, por la correlacion entre la sefial 6n =

7,46 y la sefial en 64 =7.06 del anillo aromatico.
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El espectro de correlacion C-H a un enlace (HMQC) (Figura 3-9) corroboro la presencia del metileno
disterotopico con sus desplazamientos en ox= 2,89 y 2,98 y 6c=36,7 ppm. Con el analisis cuidadoso
de este espectro fue posible asignar los protones y carbonos de los anillos aromaticos, lo cual se

resume en la tabla (Tabla 3-2).

Asi, Con base en este andlisis se encontr6 que la estructura mas probable de este compuesto era la
del acido rosmarinico (Figura 3-10). En la tabla Tabla 3-2 se presenta también la comparacion con
los datos reportados previamente en la literatura (66).
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Figura 3-9 Espectro HMQC del compuesto 1 (400 MHz, DMSO-d6).
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Tabla 3-2. Datos de *H-RMN y 3C del compuesto 1 y su comparacién con lo reportado en la
literatura (65).

Posicion  Asignacion Experimental. Reportado Exp Rep
1 qC ar. 1258 125,9
2 CHar 7.06, d, (J= 1,8 Hz) 7,06, d (J= 1.4 Hz) 1153 1152
3 qCar. 149,1 1491
4 qCar 146,2  146,0
5 CH ar 6.77,d (J=8.1 Hz) 6,79,d (J=8.12 Hz) 116,3 116,2
6 CHar 7.00,d (J=8.2 Hz) 7,02,d (J=8.12 Hz) 122,0 122,0
7 CH=CH. 7.46,d (J= 15.9 Hz) 7,46 d (J= 15.8 Hz) 146,1 1464
8 CH=CH. 6.24, d (J= 15.9 Hz) 6,24, d (J= 15.8 Hz) 113,9 113,6
9 CH-COOH. 166,7 166,4
1 qC ar. 128,1  127,7
2 CHar 6.69, s 6,69, d (J= 1.5 Hz) 117,10 117,2
3 qC ar. 1443 1445
4 qC ar. 1454 1454
5' CHar 6.53,d (J=8.0 Hz) 6,54, d (J=7.92 Hz) 120,5 1205
6' CHar 6.64, d (J=7,8 Hz) 6,65, d (J= 7.92 Hz) 1159 1158
7 2.98, td (J=14.0; 8.6; 4.0 2,98, dd (J=10.1; 1.10

CH-CH: Hz) Hz) 36,7 36,6

2.89, dd (J= 14.4 Hz) 2,94, d (J= 10.0 Hz)

C-8  CH-CH.. 5.02m SHS)S 4d(=100,28 4.2 135

c-9 CH-COO-CH. 1716 1713
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Figura 3-10. Estructura numerada del &cido rosmarinico, compuesto 1

Este compuesto fue reportado este afio por Espin, et al (51) en tamarillo, pero solo mediante analisis
por HPLC-MS. Esta es la primera vez que se reporta este compuesto como el responsable del sabor

amargo.

Los polifenoles han sido bastante reconocidos por sus propiedades sensoriales, por aportar no solo
sabor amargo sino también por ser responsables de la sensacion de astringencia, como es el caso del
hidroxitirosol en el aceite de oliva (23) y el acido caféico en el café (19). Los polifenoles como la
catequina impresionan uno de los 27 receptores del sabor amargo y el glucésido de 3-O-quercetina
ha sido reportado como uno de los responsables de la astringencia y del sabor amargo en vino.
Estudios recientes demuestran que este tipo de polifenoles forman complejos con la saliva humana

generando estas sensaciones.

La biosintesis de este compuesto se muestra en la Figura 3-11, inicia con dos aminoécidos
importantes los cuales son fenilalanina y tirosina provenientes de la ruta del acido Shikimico y el
acido fosfoenolpiruvato. Algunos metabolitos derivados de la tirosina son los tocoferoles los cuales

estan presentes en la fruta (67).

La fenilalanina es trasformada a acido trans cindmico gracias a la accion de la fenilalanina amonio
liasa (PAL, ‘phenylalanine ammonia lyase’) seguido de la formacion del acido p-cumarico por
accion de la enzima acido cindmico 4-hidroxilasa (CAH, ‘cinnamic acid 4-hydroxylase’) el cual da
lugar a isoflavonoides, lignanos, lignina'y cumarinas, entre otros; gracias a la reaccion catalizada por
la coenzima hidroxicinamato A ligasa (4CL, ‘hydroxycinnamate: coenzyme A ligase’) se forma el

compuesto 4-cumaroil-CoA. La formacion del &cido 4-hidroxifenilpirdvico desde la L-tirosina y
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catalizada por la enzima tirosina aminotransferasa (TAT, ‘tyrosine aminotransferase’) da lugar al
acido 4-hidroxifenilactico por medio de una reaccion de reduccion que media la enzima
hidroxifenilpiruvato reductasa (HPPR, ‘hydroxyphenylpyruvate reductase’) el cual reacciona con el
4-cumaroil-CoA para formar el &cido 4-cumaroil-4’hidroxifenilactico gracias a la enzima de
transferencia hidroxicinamoil-CoA: hidroxifenilactato hidroxicinamoil transferasa (RAS,
‘hydroxycinnamoyl-CoA: hydroxyphenyllactate hydroxycinnamoyl transfease), por ultimo la
formacidn del &cido rosmarinico se ve favorecida por la oxidacién de los carbonos aromaticos 3 y

3’ respectivamente, la cual es mediada por la accion de enzimas del tipo hidroxilasas (68).
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Figura 3-11. Ruta biosintética del acido rosmarinico tomado de (67).
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Con el fin de determinar la concentracion de acido rosmarinico en la fruta, se realizd su
cuantificacion por medio del método de adiciones estandar empleando el compuesto aislado, cuya
pureza fue previamente confirmada por HPLC utilizando los detectores ELSD y EM. Para ello se
realiz6 una curva de calibracion graficando el &rea del pico vs Concentracién (y=0,0236x + 0,006,
r=0,9992) calculando asi la concentracion de &cido rosmarinico por interpolacion. Teniendo en
cuenta las diluciones realizadas se obtuvo un valor de 46,17 + 1,20 mg /100 g de fruta seca, lo que
esta ligeramente mayor que el reportado por Espin et al (51), el cual es 32,85 + 5,998 mg /100 g de
fruta seca.

El compuesto puro se llevo de nuevo a analisis sensorial y fue descrito por el panel como amargo y
astringente. Como su valor umbral de sabor no estaba reportado, se determiné como parte de este
trabajo mediante pruebas triangulares, en las cuales se detectd por presencia o ausencia. Con base
en el mejor valor estimado de umbral para el descriptor amargo del grupo (BET) se evaluaron las
concentraciones entre 293 hasta 39 ppm con un factor de dilucién constante de 1,5. Los resultados
se muestran en la Tabla 3-3 donde se deduce que el valor umbral de sabor para este compuesto
corresponde a 37,00 £ 1,25 mg/L

Tabla 3-3. Mejor valor estimado del umbral (BET) individual y grupal para el &cido rosmarinico (n
= 5)

Deteccion del valor umbral de dcido rosmarinico

Concentracion (mg/L)

. BET Log (Bet)
Panelista 39 58 87 130 195 292,5

1 0 + + + + + 47,18 1,67
p + + + + + + 31,45 1,50
3 0 + + + + + 47,27 1,67
4 + + + 0 + + 31,45 1,50
5 + + + + + + 31,45 1,50

Promedio Log (BET) 1,57

Antilog (log(BET)) 37,00
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De acuerdo con el resultado anterior, y teniendo en cuenta el valor de este compuesto presente en la
fruta fresca (64,60 mg/ Kg de fruta fresca) se corrobora que es factible percibir la sensacién amarga
de la fruta por este compuesto, ya que su valor umbral (37,00 mg /Kg de solvente) es mucho menor

gue el valor en el cual se encuentra en la fruta.

Otros compuestos de naturaleza fendlica que han sido reportados como amargos y astringentes, por
ejemplo el resveratrol con un valor umbral de sabor de 47 mg/L (69), otro ejemplo es el valor umbral
de sabor para la 2,4,5- trihidroxichalcona el cual es de 125 pM lo que equivale a 32 mg/L y es
suficiente para activar el receptor de sabor amargo TAS2R14. En general los compuestos fenélicos

varian mucho su valor umbral pues depende del receptor de sabor amargo que activen (70).

3.2.2 Fraccionamiento de la fraccion acuosa de tomate de arbol amarillo

. El extracto acuoso resultd ser el mas intenso en sabor umami, por lo tanto se sometio a
fraccionamiento usando una resina Diaion HP-20 siguiendo la metodologia reportada por Isaza H.
et al (71). Se recolectaron seis fracciones (F1-F6) se concentraron y liofilizaron (2x) para asegurar
la inocuidad de las mismas antes de ser sometidas a analisis sensorial (Figura 3-12). Se evidencia

entonces que la fraccién 1 (F1) fue la mas intensa en cuanto al descriptor umami.

3,5
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2
1,5
1
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ElSalado Dacido mMAmargo B Umami

Figura 3-12. Perfil sensorial (sabor) de las fracciones F1-F6 obtenidas del extracto acuoso después
de ser sometido a fraccionamiento con Diaion HP-20.
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Con estos resultados se selecciond la fraccién F1 (10 g) para un nuevo paso de purificacién por
Diaion HP-20. Nuevamente se colectaron seis fracciones (F1.1 (6,8247 g), F1-2 (0,1532 g), F1.3
(0,0059 g), F1.4 (0,0029 g), F1.5 (0,0018 g) y F1.6 (0,0320 g)), las cuales fueron concentradas y
liofilizadas (2x) y se evaluaron para ser evaluadas sensorialmente. La fraccion F.1.1 resultd ser
nuevamente la mas intensa en sabor umami y acido, y se someti6 a analisis por RMN *H. (Figura
3-13)

Las sefiales presentes en 8y 2,67(d, J =2,78) y 2,76(d, J = 2,70) ppm en RMN-!H, y en 6c 39,53y
174,57 ppm confirmaron la presencia de &cido citrico en la muestra que seria el responsable del sabor
acido de esta fraccidn. Por otro lado la presencia de azUcar se evidencio por las sefiales caracteristicas
protones anoméricos en 64 =5,10 (d, J=3,7 Hz, 1H) y 4,52 (d, J = 8,0 Hz, 1H) y el resto de oximetinos
entre 3,0 y 4,0 ppm.
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Figura 3-13. Espectro RMN-'H de la fraccion F.1.1 (400 MHz, D,0)



72 Estudio de los compuestos bioactivos responsables del sabor de tomate

de arbol (Solanum betaceum Cav. Var. Amarilla).

Con estos resultados es claro que el compuesto responsable del sabor umami esta solapado con &cido
citricoy azucares en la fraccion F.1.1, por esta razon, se decidio someter esta fraccion a una limpieza
por EFS en cartuchos RP-18 para eliminar de la muestra, el azucar y el cido citrico y permitir de

esta forma la purificacioén del compuesto con sabor umami.

En este punto del trabajo se obtuvo un compuesto con sabor umami, probablemente de naturaleza
peptidica, pero la cantidad obtenida no permitié obtener espectros que permitieran su elucidacion

estructural.

3.3 Evaluacion de la actividad antihipertensiva de las fracciones
obtenidas a partir de Tomate de arbol variedad amarilla

El tomate de arbol ha sido reportado en la medicina tradicional como una fruta benéfica para aliviar
la hipertensién arterial entre otros muchos beneficios (41). Asi, se evalué la actividad
antihipertensiva in vitro con el fin de determinar la actividad del extracto y sus fracciones frente a la
inhibicién de la enzima ACE. Para ello se valid6 el método con la medida del control positivo y se
corroboro el valor obtenido con el reportado en literatura (65). Los resultados de la evaluacion de la
actividad inhibidora de la enzima ACE-I del extracto crudo de tomate de arbol variedad amarilla y
sus fracciones (F. Eter, F. DCM; F, AcOEt, F. BUOH y F agua) se presentan en la Tabla 3-4.
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Tabla 3-4. Actividad inhibitoria de ACE-I del control positivo, del extracto acetona: agua y sus
diferentes fracciones provenientes de tomate de arbol var amarilla (Solanum betaceum Cav.)

Concentracion

Muestra % Inhibicion ACE?

(ppm)
Captopril (control 1,3
pospiti\i)o) ( °9.43
Extracto crudo 1000 59,30 10,53
F. Eter 250 32,37 11,34
F. DCM 250 66,99 36,15
F. AcOEt 250 88,14 15,69
F. BUuOH 250 55,89 7,04
F. Agua 250 166,35 23,71

2 06 de IACE expresado en términos de la concentracién de acido hiparico formado. Cada ensayo se
realizd por triplicado para asegurar reproducibilidad del método. DER %: Desviacion estandar
relativa expresada en porcentaje. Puesto que el valor de P de la prueba es menor a 0,05 existe una
diferencia estadisticamente significativa entre la medida de actividad antihipertensiva entre una
fraccién y otra con un nivel del 95% de confianza.

De acuerdo con los resultados anteriores a una concentracion de 1 mg/ml, la fraccion acuosa y la de
acetato de etilo presentaron los mayores porcentajes de inhibicidn, y mas alto que el obtenido a partir
del extracto crudo. Coincidencialmente estas fueron las mismas fracciones con base en el analisis
sensorial escogidos para su posterior fraccionamiento fueron los provenientes de la particién con

acetato de etilo y el residuo acuoso.

Tabla 3-5 se reportan los datos de porcentaje de inhibicion de las cuatro fracciones provenientes del
extracto de acetato de etilo. En general se observa que las cuatro fracciones (T1-T4) provenientes
del extracto de acetato de etilo presentan un alto porcentaje de inhibicion en comparacién con el
control positivo. Es asi como se puede concluir que el acido rosmarinico presenta actividad
inhibitoria de la ACE. Se sabe que los grupos hidroxilos pueden acomplejar el ion zinc de la enzima
metalopeptidasa inactivando su accion (72,73). El ion zinc 2* prefiere formar complejos bidentados

que ocurren en gran medida entre el grupo fenol y el grupo carbonilo o dos grupos o-fendélicos (74).

Tabla 3-5. Porcentaje de inhibicion de ACE en subfracciones provenientes del extracto de Acetato
de etilo
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Muestras Concentracion (ppm) | %IACE?

T1 1,3 73,94 4,33
T2 1,3 84,22° 4,31
T3 1,3 88,75° 2,90
T4 1,3 79,978P 7,67

2 9% de IACE expresado en términos de la concentracion de acido hipurico formado. Cada ensayo se
realizd por triplicado para asegurar reproducibilidad del método. DER %: Desviacion estandar
relativa expresada en porcentaje. Letras diferentes en la misma columna indican que hay diferencias
significativas entre los valores, P <0.05.
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4. Conclusiones y recomendaciones

4.1 Conclusiones

Se determind por métodos espectroscopicos RMN-'H y **C mono y bidimensional y HPLC-MS la
presencia de &cido rosmarinico en la fraccion de acetato de etilo y con base en el analisis sensorial
se determind que era uno de los responsables del sabor amargo en el tomate de arbol encontrdndose
en una concentracion por encima de su valor umbral de sabor. En este trabajo es la primera vez que
se reporta al acido rosmarinico como compuesto con sabor amargo y se determind su umbral de
sabor. En la fraccidn acuosa se identific el acido citrico como responsable de la nota de sabaor acido
del tomate de arbol, y adicionalmente se percibié una nota umami bastante intensa.

El tomate de arbol presenta compuestos biofuncionales con potencial actividad antihipertensiva,

especificamente inhibidora de la enzima ACE, entre los que se destacan el 4cido rosmarinico.

4.2 Recomendaciones

Se sugiere para trabajos futuros el aislamiento y elucidacién de(los) compuesto(s) responsable(s) del

sabor umami en el tomate de arbol variedad amarilla.

Produccion de la tesis

Articulos Cientificos:

J.M.Garcia, L.J. Prieto, C. Osorio. Characterization of tree tomato (Solanum betaceum Cav var.

Amarilla) fruit aroma and taste by using molecular sensory approach. Vitae, sometido
Presentacion en congreso

L.J. Prieto, C. Osorio. Influencia del acido rosmarinico en el sabor amargo del tomate de arbol
(Solanum betaceum Cav) variedad amarilla. 111 Congreso Internacional de Investigacién en Ciencia
y Tecnologia de Alimentos IICTA 2016.
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*" UNIVERSIDAD

‘* NACIONAL
e SEDEBOGOTA

COMITE DE ETICA  FACULTAD DE
CIENCIAS

Bogota, Mayo 04 de 2015

Profesora
Coralia Osorio Roa
Departamento de Quimica

Respetada Profesora:

Atentamente le comunico que el Comité de Elica de la Facultad de Ciencias, en reunién realizada
el dia 04 de Mayo de 2015 (Acta 05-2015), evalud aspectos éticos del proyecto presentado por
usted. Como resultado de esta revisién, el Comité considera que el proyecto cumple con los
aspectos éticos basicos. Para los fines pertinentes, se transcriben las ubservaclones y el concepto
final.

Proyecto 3 RIFRUTBIO: Caracterizacion metabélica de |a actividad biolégica y funcional de especies
frutales tropicales (Passiflora spp.. aguacate, tomate de arbol, lulo).

Proyecto 4 RIFRUTBIO: Desarrollo de productos cosméticos, fitoterapéuticos y alimenticios de interés
comercial a partir de especies frutales tropicales

Responsables: Coralia Osoric Roa (Grupo de Aditivos Naturales de Aroma y Color — GANAC,
COL0069549), Freddy Alejandro Ramos Rodriguez (Estudio y Aprovechamiento de Productos Naturales
Marinos y Frutas de Colombia, COL0004569).

Observaciones:

Las especies vegetales a estudiar en estos proyectos provienen principaimente de cultivos
comerciales.

Se realizaran ensayos de actividad sensorial: analisis de compuesios olfativamente activos por
CG-0 (cromatografia de gases acoplada a olfatometria), andlisis sensorial de compuestos activos
en el sabor, determinacion de valores umbral de olor y/o sabor. En las pruebas de umbrales de clor
y perfiles de aroma participaran panelistas debidamente entrenados en |la Universidad Nacional. Se
resalta la necesidad de comunicar a los panelistas aspectos de seguridad por la exposicion a
agentes guimicos,

La actividad sobre el sistema nervioso central se evaluara en ratones mediante los siguientes
ensayos: actividad hipnético-sedante (prueba de potenciacién de suefio inducido por éter etilico),
actividad ansiolitica (test de la caja claro-oscure), actividad antidepresiva (test de suspension por la
cola), actividad anticonvulsivante {modelo de convulsiones inducidas por pentilentetrazoi).

La actividad antiinflamatoria se determinara en ratas y/o ratones, segun los modelos a seguir, en
las pruebas de edema auricular inducido por TPA, el edema plantar inducido por carragenina, y
bolsa de aire / zimosan. También, se emplearan ratas y/o ratones para estudiar actividad
antioxidante en estrés oxidativo por administracion de CCl4.

Carrera 30 Mo. 45-03, FACULTAD DE CIENCIAS, Edificio 450, 4° piso, Oficina 400
Teléfono: (57-1) 316 5045 Conmutader: (57-1) 316 5000 Ext. 14866 Fax: 14456
Corren electronico: fospinag@unal edu.co / Bogotd, Colombia, Sur América
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24% DE COLOMBIA
¥ SEDEBOGOTA

COMITE DE ETICA  FACULTAD DE
CIENCIAS

Actividad hipoglicemiante e hipocolesterolemiante en humanos: se estudiara el efecto de la
fibra dietaria sobre los niveles séricos de colesterol, triglicéridos y glucosa de voluntarios adultos
jovenes, estudiantes de la Universidad Nacional. Las muestras de sangre para analisis clinicos
deberan ser tomadas por personal especializado, y para la participacién de los voluntarios debera
aplicarse un modelo de consentimiento informado.

En todos los ensayos que impliquen el uso de animales de laboratorio se acataran directrices de
la Resolucién 008430 de 1993 (Ministerio de Salud Publica) en cuanto a la responsabilidad por el
entrenamiento adecuado del personal participante en el buen cuidado y uso del animal
experimental, asi como el reconocimiento y manejo del riesgo bioldgico.

Concepto: Aprobado.

LUIS FERNA 0 OSPINA GIRALDO
Coordinador Comité de Etica

Carrera 30 No. 45-03, FACULTAD DE CIENCIAS, Edificio 450, 4° piso, Oficina 400
Teléfono: (57-1) 316 5045 Conmutador: (57-1) 316 5000 Ext. 14666 Fax: 14456
Correo electronico: fpspinag@unal.edu.co / Bogota, Colombia, Sur América
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B. Anexo: Formato  seleccidn
descriptores y perfil rapido

Disardmas $.A. CURSO EVALUACION SENSORIAL

PERFIL RAPIDO

NOMBRE:
FECHA: HORA:

Frente a usted tiene un grupo de muestras codificadas, las cuales debe probar deizquierda a
derecha. Debe listar todos los decriptores que encuentre. Complete su lista con los
descriptores de sus compafieros. Ordene las muestras segin su intesnidad siendo 1 la menor
intensidad y 5 la mayor intensidad

Muestra N21 | Muestra N22 | Muestra N23 Muestra N24 Muestra N25

No. Descriptores

O[N] |WIN|-

=
o

[Eny
[N

[EEN
N

[uny
w

=
S

=
4}

OBSERVACIONES:

de
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C. Anexo: Formato de respuesta a
prueba triangular.

Qﬂ?,&?,[?%wm_ﬁﬁﬁﬁ; REGISTRO DE RESPUESTA ENSAYO TRIANGULAR
DATOS INICIALES

Nombre del evaluador Fecha:

Producto

Nota: Frente a usted hay tres muestras, dos de las cuales son iguales y una es
diferente. Evaltielas cuidadosamente de izquierda a derecha e indique cual es
la muestra diferente. Marque con una X

SI IDENTIFICA EL SABOR DIGA CUALES Y EN QUE MUESTRA LO IDENTIFICA
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D. Anexo: Calculo del Mejor Umbral
Estimado (BET)

De acuerdo a la norma ASTM E679-04 el calculo de este valor se debera realizar como sigue:

ElI BET individual o de cada panelista debe ser hallado primer lugar:

BETinaividual = vV Cnoq % Cy

Donde C,_; es la concentracion ultima a la cual el panelista acertd secuencialmente y C, la
concentracién primera donde err6 el panelista.

En el caso en que el panelista no haya errado en ninguna concentracion se tomara C,,_; como la
ultima concentracion dividida sobre el Factor de dilucion constante.

Una vez se han calculado los BET para cada panelista, se toma el Log,,(BET), luego se realiza un
promedio de estos valores obtenidos y se halla el Antilog de dicho promedio siendo este el BET

grupal. Este ultimo valor numérico corresponde al valor umbral del compuesto a estudiar.

Ejemplo, Determinacion del valor umbral de sabor en cafeina de acuerdo a las concentraciones en el

rango de 3000 a 80 ppm.

Panelista

1 0 0 0 0 + + 707,11 2,85
2 + 0 0 + + + 367,42 2,57
3 + + + + + + 46,19 1,66
4 + 0 + + + + 226,50 2,36
5 0 + + + + + 123,29 2,09
6 + 0 + + + + 226,50 2,36
7 + + + + + + 46,19 1,66
8 + 0 + + + + 226,50 2,36
Promedio del grupo 2,17

BET grupal 149,22
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