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| RESUMEN

El tomate (Solanum lycopersicum L) es una de las hortalizas de mayor consumo en
el ambito mundial y tiene gran importancia en la dieta humana, al representar una
fuente rica en compuestos con actividad biolégica. Sin embargo, el desarrollo de
cultivos comerciales ha llevado a una reduccion en el numero de -cultivares
empleados, por lo que es necesario evidenciar el potencial de accesiones de tomate
silvestre para su uso en programas de mejora de variedades cultivadas con el fin de
obtener tomates funcionales y que al consumirse proporcionen beneficios a la salud
superiores a las variedades comerciales. De manera general, estos beneficios estan
asociados a la interaccion entre los diferentes tipos de metabolitos encontrados en el
fruto de tomate. Por ello, el objetivo del presente trabajo fue identificar compuestos
fendlicos relacionados con la actividad antioxidante de 18 accesiones silvestres de
tomate de México. Se analizaron extractos metandlicos mediante cromatografia de
liguidos de alta resolucién con detectores de arreglo de diodos y de espectrometria
de masas. Las accesiones mostraron perfiles de fenélicos similares y se identificaron:
cafeoil hexosa |, acido clorogénico, rutina, rutina pentésido y &cidos di- y tri-
cafeoilquinico. Asimismo, las accesiones mostraron una amplia variabilidad en el
contenido de estos fendlicos, destacando por su alto contenido Kilim, Rincon, Muna y
Tumbisca; accesiones promisorias como fuente de genes para el desarrollo de
tomates funcionales. Los principales fendlicos encontrados en los extractos
metanolicos fueron el 4cido clorogénico (0.0-26.27 mg/100 g b.h.) y rutina (2.1-21.54
mg/100 g b.h.), compuestos que mostraron una correlacion significativa con la

actividad antioxidante por ABTS (r=0.8, p<0.01) y DPPH (r=0.7, p<0.01). La actividad

1



antioxidante de estandares de estos compuestos, evaluada por ABTS a la
concentracion del extracto metandlico de Tumbisca, fue similar a la encontrada en la
fraccion correspondiente de dicho extracto. EI compuesto identificado como rutina
pentdsido presentd la mayor actividad antioxidante en relacion a su concentracion
molar en el extracto. La suma de actividades de las fracciones individuales fue
superior a la del extracto total, sugiriendo interacciones antagonicas entre los
compuestos, lo cual fue demostrado al combinar tres estdndares comerciales (acido

clorogénico, &cido caféico y rutina).



ABSTRACT

Tomato (Solanum lycopersicum L) is one of the most consumed vegetables
worldwide and it is of great importance for human nutrition, representing an important
source of bioactive compounds. However, the development of commercial varieties
has lead to a reduction in the number of cultivars used, making necessary to
demonstrate the potential use of wild tomato for breeding programs aiming at
developing functional tomatoes that provide better health benefits than commercial
cultivars. In general, these benefits are associated with interactions between the
different metabolites found in tomato fruit. Therefore, the aim of this study was to
identify phenolic compounds associated with the antioxidant activity of 18 wild tomato
(S. lycopersicum var. cerasiforme) accessions from Mexico. Methanolic extracts were
prepared and analyzed by high resolution liquid chromatography coupled with diode
array and mass spectrometry detectors. The accessions showed similar phenolic
profiles and the compounds identified were: caffeoyl hexose |, chlorogenic acid, rutin,
rutin pentoside, and di- and tri- caffeoylquinic acids. The accessions showed a wide
variability in the content of these phenolics, highlighting Kilim, Rincon, Muna and
Tumbisca, which represent good sources of genes for developing functional
tomatoes. The main phenolics found in the methanolic extracts were chlorogenic acid
(0.0-26.27 mg/100 g f.w.) and rutin (2.1-21.54 mg/100 g f.w.), whose levels showed a
significant correlation with the antioxidant activity by the ABTS (r=0.8, p<0.01) and
DPPH (r=0.7, p<0.01). The antioxidant activity of these compounds measured by
ABTS at the concentration of the Tumbisca’s methanolic extract was similar to that

found in the corresponding fraction. The compound identified as rutin pentoside



shower the highest antioxidant activity based on its molar concentration in the extract.
The antioxidant activity of the extract was lower than the sum of activities from the
individual fractions, suggesting antagonistic interactions among the compounds,
which was demonstrated when three commercial standards were combined

(Chlorogenic acid, caffeic acid and rutin).



I INTRODUCCION

El tomate (Solanum lycopersicum) es una de las hortalizas de mayor consumo en el
ambito mundial (FAO 2015) y tiene gran importancia en la dieta humana, al
representar una fuente rica en compuestos con actividad biologica, tales como
licopeno, B-caroteno y acido ascorbico, los cuales han sido asociados con beneficios
a la salud (Hernandez y col 2007). Sin embargo, el desarrollo de materiales de
interés comercial ha llevado a una reduccion en la diversidad genética de los
cultivares empleados, con la consecuente disminucidon en la variabilidad de
caracteristicas nutricionales y de actividades biolégicas, ya que la seleccion de estos
materiales ha sido principalmente con base en caracteristicas agronGmicas como
productividad y resistencia a enfermedades (Adalid y col 2010).

Varios estudios epidemiolégicos indican que el consumo de frutas y hortalizas
frescas se relaciona inversamente con el riesgo de desarrollar enfermedades
cronicas como enfermedades cardiovasculares y cancer (Subahir y col 2009). El
cancer es una de las principales causas de mortalidad en el mundo, sin embargo,
puede prevenirse mediante la reduccién de sus cuatro factores de riesgo mas
importantes: el tabaquismo, el sedentarismo, el uso nocivo del alcohol y las dietas
malsanas (OMS 2015).

México constituye una fuente importante, ademas de tomate cultivado (S.
lycopersicum), de variedades silvestres (S. lycopersicum var cerasiforme), por lo que
es necesario tener conocimiento sobre las caracteristicas de estos materiales y su

potencial como fuente de mejora de variedades cultivadas.



En un estudio previo se realiz6 la caracterizacion de la variabilidad de 20
accesiones de S. lycopersicum var cerasiforme de México en cuanto a su contenido
de compuestos bioactivos (Sicairos-Medina 2013). Los resultados mostraron que
estos materiales presentan una amplia variabilidad en los componentes estudiados,
los cuales en su mayoria poseen contenidos que superan lo encontrado en los
materiales comerciales, lo que sugiere que tienen gran potencial en la mejora de
variedades cultivadas. Ademas, dicho estudio encontr6 una buena correlacion entre
el contenido de compuestos fendlicos totales y la actividad antioxidante in vitro
evaluado por los métodos ABTS y DPPH. El objetivo de la presente investigacion fue
identificar compuestos fendlicos responsables de la actividad antioxidante de
accesiones de tomate silvestre de México para avanzar en el establecimiento de su
potencial nutracéutico y como fuente de germoplasma para los programas de

mejoramiento de variedades comerciales de tomate.



[ REVISION DE LITERATURA

A GENERALIDADES DE TOMATE

1 Origen y domesticaciéon

El centro de origen del cultivo de tomate es la regién andina, integrada por
Colombia, Ecuador, Pera, Bolivia y Chile, donde crecen espontaneamente las
diversas especies del género y donde existe la mayor variabilidad genética (Esquinas
y Nuez 1995).

En cuanto al lugar de domesticacion del tomate cultivado se han propuesto
como alternativas Peru y México (Peralta Iris y Spooner David 2007). Sin embargo,
México es considerado como el sitio de domesticacion o sitio de origen secundario
(Bai y Lindhout 2007). Entre los motivos que apoyan que el sitio de origen de la
domesticacién de los tomates es México esta el hecho de que el uso de las formas
domesticadas en nuestro pais es muy antiguo, ya que sus frutos eran empleados
como alimento por las culturas indigenas que habitaban el centro y sur de México,
mientras que en la zona andina su consumo pudo haber sido mas bien incidental.
Ademas, el tomate no tiene ningdn nombre conocido en quechua, aymara o cualquier
otro idioma andino, mientras que el nombre moderno tiene su origen en el de tomatl,
en la lengua nahuatl de México (Esquinas y Nuez 1995). Los Aztecas llamaban a
esta hortaliza “Xitomat!”, que significa “fruto con ombligo” (Smith 1994).

La domesticaciéon del tomate ha ocurrido en dos etapas. En la primera etapa
se seleccionaron frutos de tamafio moderado, tipo cherry, con la fijacion de la

autogamia o la produccion de semillas por autofecundacion, en el mismo centro de



origen. En la segunda, frutos de mayor tamafio se seleccionaron e introdujeron
desde los Andes hacia América Central (Ranc y col 2008). Se estima que el tomate
fue llevado a Europa en el afio 1554 después de la colonizacion de las culturas
mesoamericanas, donde se introdujo como una planta de ornato; posteriormente el
establecimiento de rutas comerciales y colonias favorecié su dispersién alrededor del
mundo (Esquinas y Nuez 1995). Los cambios mas importantes en el proceso de
domesticaciéon y mejoramiento del cultivo de tomate ocurrieron recientemente y
fueron: el sistema de reproduccion desde la alogamia (fecundacion cruzada) a la
autogamia, el incremento del tamafio del fruto, la obtencion de frutos de colores muy
variados y uniformes (Chen y col 2007; Paran y van der Knaap 2007; Powell y col
2012).

Actualmente se conocen nueve especies silvestres de tomate, dentro de las
gue se encuentran: Solanum pimpinellifolium, S. cheesmanii, S. neorickii, S.
chmilewski, S. habrochaites, S. pinnelli, S. chilense, S. peravianum y S. lycopersicum
var. cerasiforme (Spooner y col 2005; Bergougnoux 2014). Todas ellas presentan
caracteristicas muy particulares, sin embargo S. lycopersicum var. cerasiforme y S.
pimpinellifolium han sido reconocidos como los ancestros de las formas
domesticadas actuales (Blanca y col 2012).

Solanum lycopersicum var. cerasiforme se distribuye en regiones tropicales,
prefiere condiciones humedas muy variadas, y se encuentra en forma de mala hierba
en terrenos de cultivo recientes. Como caracteristicas interesantes y propias de su
especie, esta planta es tolerante a la humedad, resistente a los hongos de la
marchitez y la podredumbre de las raices y la viruela; se autopoliniza y tiene una alta

capacidad de cruzamiento con otras variedades de tomate (Esquinas y Nuez 1995
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TGRC 2013; Sanchez-Pena y col 2006). En poblaciones rurales del occidente de
México, la variedad cerasiforme es conocida con distintos nombres (e.g. chaltomate,
tomatillo, jaltomate, tinguaraque, ojo de venado) y es utilizada como alimento,
basicamente en la elaboracibn de salsas y también de forma medicinal para

humanos y animales (Rodriguez y col 2009).

2 Taxonomiay aspectos botanicos

El tomate pertenece a la familia de las solanidceas (Cuadro 1), una de las
familias de mayor importancia econdmica en el mundo, que incluye papa,
pimiento, berenjena, petunia y tabaco (Foolad 2007). Tomando en cuenta relaciones
filogenéticas, durante muchos afios se discutié la pertenencia del tomate a los
géneros Solanum y Lycopersicum. Datos morfoldgicos y moleculares, han colocado
al tomate dentro del género Solanum (Spooner y col 2005), concordando de esta
manera con la clasificacion original de Linnaeus en 1753, por lo que se ha
admitido el nombre de Solanum lycopersicum para el tomate cultivado (Foolad 2007).

Botanicamente, el tomate es un fruto, pero desde el punto de vista horticola es
un vegetal. Proviene de una planta perenne herbacea de tallo voluble y largo, hojas
lobuladas con los bordes dentados y puede desarrollarse de forma rastrera, semi-
recta o erecta. La forma de los frutos varia de redondos aplanados hasta redondos
perfectos, redondos cuadrados, ovoides, en forma de pera y diferentes variaciones

entre éstas (Hobson y Grierson 1993).



Cuadro 1. Clasificacion taxondmica del tomate

Reino Plantae
Subreino Traqueobinta
Superdivision Spermatophyta
Subdivisién Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Solanales
Familia Solanaceae
Género Solanum L.
Especie Solanum lycopersicum L.

Fuente: NRCS-USDA (2015).
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El fruto de tomate se clasifica como una baya carnosa y se compone de una
epidermis, un pericarpio grueso y tejidos placentarios rodeados de semillas (Tanksley
2004). El color del fruto, verde al principio y rojo cuando madura, se debe a
una sustitucién de clorofila en plastidos de las células por carotenoides. La coloracion
de los frutos maduros puede ser rojo, rosa, naranja, amarillo o blanco; sin embargo,
la mayoria de las variedades comerciales son rojas o rosas (Madhavi y Salunkhe

1998).

3 Produccion

La produccién mundial de tomate en el afio 2013 fue superior a los 163 millones
de Ton (Cuadro 2). Para este mismo afio, los principales paises productores fueron
China, India, Estados Unidos, Turquia, Egipto, Iran, Italia, Espafia, Brasil y México
(FAO 2015).

Con respecto a la produccion nacional, en el afio 2014 se produjeron mas de 2.8
millones de Ton de tomate; Sinaloa ocupd el primer lugar con 867,832 Ton, seguido
por los estados de San Luis Potosi, Michoacéan, Jalisco y Zacatecas (Figura 1) (SIAP
2015). La mayor parte de la produccién de tomate es utilizada para abastecer la
demanda del mercado Estadounidense y en menor proporcién el de Canadé, asi

como algunos paises de Europa y Asia.
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Cuadro 2. Principales paises productores de tomate en el afio 2013

Pais Produccion
(Ton)
China 50,552,000
India 18,227,000
Estados Unidos 12,574,550
Turquia 11,820,000
Egipto 8,533,803
Ir&n 6,174,182
Italia 4,932,463
Brasil 4,187,646
Espana 3,683,600
México 3,282,583
Otros paises 39,466,012
Total 163,433,839

Fuente: FAO (2015)
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Zacatecas
(151,691 Ton)

San Luis Potosi

Sinaloa (196,011 Ton)

(867,832) o

Jalisco
(158,561 Ton)

Michoacan
(169,768 Ton)

Figura 1. Principales estados productores de tomate en el afio 2014.

(SIAP 2015).
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4 Composicion quimica del fruto de tomate

La composicion quimica del tomate depende de factores como diferencias
genéticas, estado de madurez, condiciones ambientales y de cultivo, asi como de las
condiciones poscosecha (Tedeschi y col 2011). En el Cuadro 3 se presenta de
manera general la composicion quimica del fruto de tomate, donde se puede
observar que esta compuesto principalmente por agua, carbohidratos y azlcares
(glucosa y fructosa), ademas de contener una cantidad importante de fibra y vitamina
C. Los azucares libres, representan mas del 60% de los sélidos presentes en el fruto,
mientras que los acidos organicos predominantes son el acido citrico y malico. Los
acidos glutamico, aspartico y y-aminobutirico, asi como glutamina, comprenden
alrededor del 80% de los amino&cidos libres. La fraccion lipidica esta compuesta por
triglicéridos, esteroles, ésteres de esterol, acidos grasos libres e hidrocarburos
(Madhavi y Salunkhe 1998).

De acuerdo a la informacion mostrada en el Cuadro 3, una porcién de 100 g
de tomate maduro fresco aporta el 16.7 y 22.8% de las recomendaciones diarias
para vitaminas A y C, respectivamente (FDA 2015). Los contenidos de p-caroteno
(provitamina A) y acido ascérbico (vitamina C) en el fruto de tomate no son tan altos
como en otros productos hortofruticolas, pero debido a su alto consumo se
considera una fuente importante de dichas vitaminas en la dieta del ser humano

(Davies y Hobson 1981).
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Cuadro 3. Composicion quimica del fruto de tomate en estado maduro

Componente Contenido por 100 g de tejido fresco
Componentes mayoritarios

Agua (g) 94.52
Proteina (N x 6.25) (g) 0.88
Lipidos totales (g) 0.20
Cenizas (g) 0.50
Hidratos de carbono (por diferencia) (g) 3.89
Fibra dietaria total (g) 1.20
Azlcares totales (g) 2.63
Vitaminas

Vitamina C (acido ascoérbico total) (mg) 13.7
Acido nicotinico (mg) 0.594
Vitamina E (a-tocoferol) (mg) 0.540
Acido pantoténico (mg) 0.089
Vitamina B6 (mg) 0.080
Tiamina (mg) 0.037
Riboflavina (mg) 0.019
Vitamina A (Ul) 833
Minerales

Potasio (mg) 237
Fésforo (mg) 24
Magnesio (mg) 11
Calcio (mg) 10
Sodio (mg) 5
Otros

Licopeno (ug) 2573
B-caroteno ( ug) 449

Fuente:NRCS-USDA (2015)
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Directrices dietéticas actuales recomiendan una mayor ingesta de alimentos
de origen vegetal, ya que varios estudios epidemiologicos indican que el
consumo de frutas y hortalizas se relaciona inversamente con el riesgo de desarrollar
padecimientos cronicos, entre los que se encuentran enfermedades cardiovasculares
y cancer (Giovannucci 1999; Chang y col 2006; Rodriguez-Munoz y col 2009). En
este sentido investigaciones recientes se han enfocado en la identificacién de
componentes biolégicamente activos en los alimentos, encontrandose que muchos
productos alimenticios tradicionales, como frutas y verduras contienen componentes
con beneficios potenciales para la salud (Adalid y col 2010).

Algunos componentes que han sido identificados en la mayoria de frutos y
vegetales como los principales responsables de estos beneficios son las vitaminas C,
E, pro-vitamina A, minerales y metabolitos secundarios como carotenoides,
antocianinas, flavonoides y otros compuestos fendlicos, que actian por diferentes
mecanismos siendo uno muy importante el antioxidante (Luthria y col 2006). Al
respecto, el fruto de tomate contiene compuestos fisiologicamente bioactivos entre
los que se encuentran carotenoides y compuestos fendlicos, los cuales promueven
beneficios positivos para la salud (Zanfini y col 2010).

En el caso de materiales silvestres, se reporté que accesiones de tomate tipo
cherry (S. lycopersicum var. cerasiforme) de diferentes paises presentaron
contenidos de vitamina C hasta 1.5 veces mayores que el tomate domesticado
(Adalid y col 2010). Crisanto-Juarez y col (2010) evaluaron la calidad nutricional de
tomates silvestres de Oaxaca, México. Los contenidos mas altos de licopeno en base
hameda encontrados para estos materiales fueron de 26.8, 28.2 y 26.3 mg/100 g, por

otro lado, el valor de contenido de vitamina C mas alto fue de 13.8 mg/100g.
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El licopeno es el carotenoide mas abundante en el fruto maduro,
representando aproximadamente del 80-90% de los pigmentos, el resto corresponde
a P-caroteno y xantofilas. Se acumula principalmente en el periodo final de
maduracién. Las clorofilas y carotenoides, incluyendo al licopeno, son los principales
agentes responsables del color del fruto (Hernandez y col 2007). En ensayos in vitro,
el licopeno ha presentado una fuerte actividad antioxidante (Rao y Agarwal 1999) y
estudios epidemioldgicos han correlacionado positivamente su ingesta con un menor
riesgo de cancer de prostata (Mariani y col 2014).

Ademés de licopeno, otros carotenoides comunmente encontrados en tomate
y en productos derivados de éste son: violaxantina, neoxantina, luteina, zeaxantina,
a-criptoxantina, B-criptoxantina, a-caroteno, B-caroteno, y-caroteno, {-caroteno,
neurosporeno, fitoeno, fitoflueno, ciclolicopeno y B-caroteno 5, 6-epoxido. Entre
éstos, a-caroteno, B-caroteno y B-criptoxantina tienen actividad de pro-vitamina A
(George y col 2004; Guil-Guerrero y Rebolloso-Fuentes 2009).

Otro de los principales grupos de fitoquimicos dietéticos son los compuestos
fendlicos. Estos se caracterizan por tener al menos un anillo aromatico con uno o
mas grupos hidroxilos unidos y pueden ser clasificados en funcién del nimero y
disposicion de sus atomos de carbono (Crozier 2006). Varios de estos compuestos
se encuentran en la naturaleza como glicosidos y/o en forma de ésteres (Barros y
col 2012).

Los fendlicos tienen funciones importantes en plantas y poseen actividad
antioxidante, antiinflamatoria y antimicrobiana, ademas han sido relacionados con la

prevencion de enfermedades crénicas como el cancer (Melendez y col 2010).
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B ESTRES OXIDATIVO

El estrés oxidativo es el resultado de alteraciones en el balance
prooxidativo/antioxidativo celular (Blasiak y col 2014), en esta condiciéon los niveles
celulares de especies reactivas de oxigeno (ROS por sus siglas en inglés)
sobrepasan las capacidades antioxidantes de la célula (Yan 2014).

Las ROS como anién superoxido (Oz7), radical hidroxilo (HO’), y oxigeno
singulete (*O,) son producidos como resultado de procesos bioquimicos in vivo
(Sueishi y col 2014). Estas pueden formarse en muchas formas: 1) como producto de
la cadena respiratoria en la mitocondria, reacciones fotoquimicas y enzimaticas, 2)
como resultado de la exposicion a la luz UV, 3) radiacidn ionizante, o 4) iones de
metales pesados (Blasiak y col 2014).

Las ROS juegan un papel importante en la regulacion de muchos procesos
fisiologicos involucrados en la sefializacion intracelular, pero en condiciones de
estrés oxidativo pueden inducir serios dafios o modificaciones a biomoléculas como
oxidacion de lipidos, oxidacion de proteinas, aminoacidos, rotura de la cadena de
ADN vy la modificacién de las bases, asi como la modulacion de la expresion génica
(Lee y col 2004; Yan 2014). La generacion de ROS es una parte del metabolismo
normal en un sistema biologico. Los radicales libres son especies muy reactivas, que
una vez formados pueden iniciar una serie de reacciones que son perjudiciales para
la célula. Es importante destacar que incluso en condiciones normales hay una
produccion celular fisiolégica de los radicales libres, que normalmente se ve
contrarrestada por los sistemas antioxidantes enzimaticos enddgenos celulares. El

equilibrio entre la produccién de especies reactivas de oxigeno y antioxidantes es
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esencial en un sistema biolégico para prevenir los efectos adversos del estrés
oxidativo. El dafio causado por los radicales libres es causado por un desequilibrio
entre su produccion y su neutralizacion por los sistemas antioxidantes de las células
en el cuerpo humano (Babbar y col 2014).

Investigaciones recientes han contribuido a mejorar la comprension de la
participacién de las ROS en el desarrollo de muchas enfermedades crénicas, entre
las que se incluyen aterosclerosis, enfermedad de Alzheimer, diabetes y cancer (Lee
y col 2004; Donovan y col 2012).

Un gran numero de frutas y verduras frescas son consideradas fuentes
principales de antioxidantes y un alto consumo de éstas ha demostrado tener un
efecto protector contra enfermedades cardiovasculares y ciertos tipos de cancer
(Giovannucci 1999; Subahir y col 2009). La ingesta dietética de fruto y productos de
tomate que contienen licopeno se ha asociado con un menor riesgo de padecer estas
enfermedades (Chang y col 2006). Hallazgos epidemioldgicos confirman los efectos
observados sobre la salud debido a la presencia de diversos antioxidantes en tomate
(George y col 2004).

El consumo regular de pequefias cantidades de productos de tomate aumenta
la proteccién de las células contra el dafio del ADN por especies oxidantes (Riso y
col 2004). Este efecto protector se atribuye cominmente a los componentes
antioxidantes, entre los que se encuentran acido ascorbico, vitamina E, y metabolitos
secundarios como carotenoides y compuestos fendlicos. En tomate se ha registrado
la presencia de acidos caféico, feralico, clorogénico y p-cumarico, destacando el alto

contenido de &cido clorogénico (Hernandez y col 2007).
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Zanfini y col (2010) estudiaron la actividad antioxidante de extractos lipofilicos
obtenidos de diferentes variedades de tomate. Los tomates tipo cherry mostraron los
valores mas altos de actividad antioxidante y el contenido de licopeno se correlaciond
con tal actividad (p < 0.001).

llahy y col (2011) evaluaron los componentes antioxidantes de seis cultivares
de tomate altos en licopeno y uno ordinario cultivados simultdneamente en campo
abierto. No se encontré una correlacion significativa entre la actividad antioxidante
hidrofilica medida por TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity) y el
contenido total de vitamina C (p > 0.05); sin embargo, se observé una buena
correlacion con compuestos fendlicos (p < 0.01).

Raffo y col (2002) evaluaron la actividad antioxidante de tomate cherry (cv.
Naomi F1) en diferentes estados de maduracién y de fracciones hidrosolubles y
lipofilicas. En general, la fraccion hidrosoluble mostré los mayores valores de
actividad antioxidante (174-270 umoles equivalentes de trolox [ET]/ 100 g de peso
fresco) en comparacion con la fraccion lipofilica (15-36 pumoles ET/ 100 g de peso
fresco). En este sentido, la fraccion hidrosoluble (4cido ascérbico y compuestos
fendlicos) presentd una correlacion positiva (p < 0.05) con la actividad antioxidante.
La actividad antioxidante de la fraccién lipofilica se debe esencialmente a
carotenoides, especialmente licopeno, segun lo confirmado por el valor relativamente
alto del coeficiente de correlacion (r=0.962, p < 0.01) entre su contenido y la actividad

antioxidante de la fraccion.
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C COMPUESTOS FENOLICOS Y ACTIVIDADES BIOLOGICAS EN TOMATE

Diversos estudios han establecido que los compuestos fendlicos son los
principales responsables de la actividad antioxidante del tomate. En el Cuadro 4 se
muestran las principales familias de compuestos fendlicos. Varios de estos
compuestos se encuentran en la naturaleza como glicésidos y/o en forma de ésteres
(Barros y col 2012). Los fendlicos también pueden ser clasificados en dos grupos:
flavonoides y no flavonoides (Crozier 2006).

Los flavonoides se definen por su esqueleto basico (Figura 2), que consiste
en dos anillos aromaticos con seis atomos de carbono (anillo A y B) interconectados
por un heterociclo de tres atomos de carbono (anillo C). De acuerdo con las
modificaciones del anillo C central, los flavonoides se dividen en diferentes clases
estructurales como flavanonas, flavonas, isoflavonas, flavonoles, flavanoles y
antocianinas (Bovy y col 2007). Los flavonoides son considerados compuestos utiles
en la prevencién y en el tratamiento de enfermedades/ sintomas tales como
inflamacién, enfermedades cardiovasculares y cancer (Slimestad y Verheul 2009).

Los principales compuestos no flavonoides de importancia dietética son los
acidos fendlicos Cg-C;, sobre todo el acido galico que es precursor de los taninos
hidrolizables, los hidroxicinamatos C¢-C3 y sus derivados conjugados, asi como los
estilbenos Ce-C,-Cg (Crozier 2006).

En tomate se ha encontrado la presencia de fendlicos de tipo flavonoide tales
como rutina (quercetina-rutinésido), uno de los principales en fruto maduro, asi como
chalcona naringenina, y kaempferol (Bovy y col 2002; Martinez-Valverde y col 2002;

lijima y col 2008; Vallverdu-Queralt y col 2011a; Di Lecce y col 2013).
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Cuadro 4. Clasificacion de compuestos fendlicos

Nimero de

Esqueleto  Clasificacion Estructura basica
carbonos
7 Ce—Cq Acidos fendlicos @—COOH
8 Ce—Co Acetofenonas (@)
O,
8 Ce—Co Acido.fenilacético B COOH
9 Ce-C3 Acidos hidroxicindmicos WCOOH
9 Ce—C3 Cumarinas : 0. .0
10 Ce—Cy Naftoguinonas (@)
13 Ce—C1-Cg  Xantonas ij)g;
14 Cp-Co—Cy  Estilbenos O/\/@
15 Cp—C3-Cg  Flavonoides
O,

Fuente: Crozier (2006)
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Antocianidina Flavan-3-ol

Flavanona

Figura 2. Estructuras genéricas de los principales flavonoides (Crozier 2006)
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También se ha encontrado en tomate la presencia de fendlicos de tipo no flavonoide,
particularmente derivados del &cido hidroxicinamico, tales como los &cidos
caféico, p-cumarico, ferulico y clorogénico (Slimestad y Verheul 2005; Luthria y col
2006; Hernandez y col 2007; Vallverdd-Queralt y col 2011a). Los acidos clorogénicos
tienen numerosas propiedades benéficas para la salud relacionadas con su actividad
antioxidante, asi como hepatoprotectora, hipoglucémica y antiviral. También son
responsables de algunos sabores astringentes.

Gomez-Romero y col (2010) analizaron los metabolitos presentes en extractos
metandlicos de tomate de tres variedades diferentes (Daniella, Raf y Rambo)
utilizando cromatografia liquida acoplada a multiples sistemas de deteccién. Entre las
diferentes clases de metabolitos encontradas, los fendlicos fueron los mas
abundantes , y de éstos destaca el acido hidroxicinamico y sus derivados, siendo los
principales cafeoil hexosa |, &cido cumarico hexosa |, acido clorogénico y acido 5-
cafeoil quinico. En el grupo de los flavonoides, los principales metabolitos
encontrados fueron rutina, naringenina, chalconaringenina y floretina dihexdésido.

Por su parte, Martinez-Valverde y col (2002) analizaron nueve variedades
comerciales de tomate (Rambo, Senior, Ramillete, Liso, Pera, Canario, Durina,
Daniella y Remato) en cuanto a su contenido de compuestos fendlicos y actividad
antioxidante, encontrando que los mas abundantes fueron quercetina y &acido
clorogénico. Ademas, encontraron que algunos compuestos fendlicos individuales
estan relacionados con la capacidad antioxidante mostrada, entre ellos los acidos
ferdlico y caféico.

Recientemente, algunos estudios se han enfocado en determinar la

interaccion que presentan los compuestos fendlicos en términos de su actividad
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antioxidante. En este sentido, es posible que se presenten tres diferentes efectos: a)
un efecto aditivo (también referido como no interaccién), b) un efecto sinérgico 6 c)
un efecto antagonista. Los estudios de este tipo muestran resultados contrastantes.
Pinelo y col (2004) estudiaron el efecto sobre la actividad antioxidante de una mezcla
de tres compuestos fendlicos a diferentes temperaturas mediante DPPH, observando
un efecto antagonista. Estos resultados contribuyen a la hip6tesis de que la
interaccion entre compuestos fendlicos es responsable de la baja actividad
antioxidante observada en un sistema complejo en comparacion con sus actividades
individuales.

Raffo y col (2002) evaluaron la actividad antioxidante de la fracciones
hidrosolubles y lipofilicas de tomate cherry (cv. Naomi F1). La fraccion hidrosoluble
(acido ascorbico y compuestos fendlicos) mostr6 mayores valores de actividad
antioxidante (174-270 pmoles ET/ 100 g de peso fresco) que la lipofilica (15-36
pumoles ET/ 100 g de peso fresco). Sin embargo, de los componentes de la fraccién
hidrosoluble solamente el &cido caféico mostré una correlacion significativa
(r = 0.933, p < 0.05) con la actividad antioxidante, por lo que es probable que la
actividad antioxidante total dependa también de los efectos sinérgicos entre todos los
antioxidantes solubles en agua y su interacciébn con otros componentes de la
fraccion.

Palafox-Carlos y col (2012) analizaron la actividad antioxidante en forma
individual y en combinaciones de estandares de los principales compuestos fendlicos
encontrados en la pulpa del mango Ataulfo (i.e. acido clorogénico, acido galico, acido
protocatecuico y acido vanilico) mediante el método de DPPH, encontrando

sinergismo en la mayoria de las combinaciones evaluadas.
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Con respecto a la variacién en fendlicos y actividad antioxidante de tomate
domesticado y sus parientes silvestres, Hanson y col (2004) encontraron una alta
correlacion positiva entre el contenido de fendlicos y capacidad antioxidante de
extractos de frutos de 50 accesiones de Solanum lycopersicum y tres de S.
pimpinellifollium.

Por su parte, Melendez y col (2010) encontraron una amplia variacion en la
acumulacion de fitoquimicos y actividad antioxidante de parientes silvestres del
tomate. Los principales compuestos fendlicos encontrados fueron los flavonoides
rutina (quercetina-3-O-rutindsido) y naringenin chalcona, asi como el acido
clorogénico que es derivado del acido hidroxicinamico. También se observaron
diferencias cuantitativas importantes entre la actividad antioxidante in vitro de las
muestras.

Kavitha y col (2014) realizaron un estudio en distintos genotipos de tomate (i.e.
hibridos, variedades, tomates tipo cherry, especies silvestres, lineas de germoplasma
de élite, hibridos interespecificos y poblaciones de retrocruzamiento) con el objetivo
de seleccionar lineas con alta actividad antioxidante y alto contenido de solidos
solubles totales para su uso en programas de mejoramiento de cultivos. Los
resultados indicaron que las especies silvestres e hibridos interespecificos fueron
mejores fuentes de compuestos fenolicos. Ademas, evaluaron la correlacién entre el
contenido de compuestos antioxidantes (i.e. fendlicos totales, flavonoides totales,
vitamina C y carotenoides totales) y la actividad antioxidante evaluada por los
métodos FRAP y DPPH, encontrando una alta correlacion con el contenido de
fendlicos totales (r=0.92, r=0.94, p<0.01) y flavonoides totales (r=0.96, r=0.95,

p<0.01).
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La variabilidad asociada a las poblaciones silvestres de tomate hace factible la
identificacibn de materiales con alto contenido de compuestos funcionales. Estos
materiales podrian ser dirigidos a abastecer los mercados de calidad que exigen no
sblo altas caracteristicas sensoriales, sino también un valor funcional afiadido. Para
este propdsito, seria conveniente desarrollar cruzas complementarias intra-varietales
con el fin de desarrollar nuevas poblaciones con altos niveles de acumulaciéon de
conjuntos de diferentes compuestos. Esta estrategia seria muy valiosa en la
exploracion de las posibilidades de obtener un mayor precio como resultado del valor
funcional afiadido. Por lo tanto, podria contribuir a ofrecer una conservacion in situ
promoviendo la recuperacion de estos materiales por los agricultores.
Adicionalmente, estos recursos genéticos también podrian ser utilizados como
fuentes promisorias de variacibn en programas de mejoramiento de nuevas
variedades comerciales (Cortes-Olmos y col 2014). En este sentido, Willits y col
(2005) propusieron realizar cruzas utilizando especies de tomate silvestre como una
estrategia para desarrollar tomates con alto contenido de flavonoides, encontrando
gue los frutos F1 provenientes de la cruza entre S. lycopersicum y S. pennelli,
mostraron un incremento de casi 12 veces en los niveles de flavonoides comparado
con S. lycopersicum.

México es considerado el sitio de domesticacion secundaria del fruto de
tomate, pero los estudios sobre sus especies silvestres son escasos. Sicairos-
Medina (2013) caracterizdé accesiones de Solanum lycopersicum var. cerasiforme
originarias de nueve estados diferentes de la Republica Mexicana en cuanto a su
contenido de compuestos bioactivos y actividad antioxidante. Los resultados

mostraron una amplia variabilidad tanto en el contenido de compuestos fendlicos
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como en su actividad antioxidante. Ademas se encontré una asociacién positiva
significativa entre la capacidad antioxidante determinada por ABTS y DPPH vy el
contenido de compuestos fendlicos totales (r = 0.86, r = 0.79). Sin embargo, se
requieren estudios adicionales que permitan definir la identidad de estos compuestos

y su interaccion para poder establecer su contribucién en la actividad antioxidante.
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IV JUSTIFICACION

El tomate (Solanum lycopersicum) es una de las hortalizas de mayor consumo
en el ambito mundial y tiene gran importancia en la dieta humana, al representar una
fuente rica en compuestos con actividad bioldgica, tales como licopeno, (3-caroteno,
acido ascorbico, entre otros. Sin embargo, el desarrollo de cultivos comerciales ha
reducido la poza genética del tomate, con la consecuente disminucién en la
diversidad de caracteristicas nutricionales.

La mayoria de los cultivares silvestres de tomate han desaparecido al ser
reemplazados por hibridos y cultivares modernos de mayor rendimiento. No
obstante, los actuales programas de mejoramiento, ademas de mejorar la
productividad y adaptacion, buscan mejorar la calidad nutricional y resistencia a
patdgenos en los genotipos mejorados. Esto hace necesario tener conocimiento
sobre las caracteristicas de las variedades silvestres y su potencial como fuente de
genes para obtener nuevas variedades de tomate.

En un estudio previo, Sicairos Medina (2013) caracterizO accesiones de
Solanum lycopersicum var. cerasiforme originarias de nueve estados diferentes de la
Republica Mexicana, en cuanto a su contenido de compuestos con actividad
biolégica (fendlicos totales, p-caroteno, licopeno y &acido ascorbico) y a sus
actividades antioxidante y antimutagénica. Este estudio mostré6 algunos materiales
silvestres con contenidos superiores de estos compuestos respecto a variedades
comerciales, destacandose las colectas de Sinaloa por su contenido de &cido
ascorbico. Respecto a la actividad antioxidante, las accesiones mostraron una amplia
variabilidad, lo que demuestra su potencial uso como fuente de genes para generar

variedades con mayor valor comercial basadas en la produccion de frutos de tomate
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funcionales, que al consumirse aporten mayor cantidad de nutrientes asi como
mayores beneficios a la salud. Por otro lado, se observé una correlacion positiva
entre la actividad antioxidante y el contenido de fendlicos totales, lo cual sugiere que
estos compuestos son los que contribuyen en mayor medida a la capacidad
antioxidante mostrada por estos materiales. Sin embargo, falta definir con mayor
claridad la identidad de los compuestos que pudieran estar impactando en la
actividad antioxidante mostrada por estos materiales. Es por esto que en el presente
trabajo se propuso realizar la caracterizacion de compuestos responsables de la
actividad antioxidante en accesiones silvestres de tomate de México, con el fin de

contribuir a definir con mayor claridad el potencial nutracéutico de estos materiales.
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V OBJETIVOS

A OBJETIVO GENERAL

Identificar compuestos fendlicos responsables de la actividad antioxidante de

accesiones de tomate silvestre (Solanum lycopersicum var cerasiforme) de México.

B OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar el perfil de compuestos fendlicos de los extractos metandlicos de
las accesiones de tomate silvestre estudiadas.

2. Determinar asociaciones entre el contenido de compuestos fendlicos de los
extractos metandlicos de las accesiones de tomate estudiadas y su actividad
antioxidante.

3. Evaluar la actividad antioxidante de los componentes fendlicos mayoritarios a
la concentracion encontrada en los extractos para establecer si son

responsables de dichas actividades.
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VI MATERIALES Y METODOS

A MATERIALES

Se utilizaron frutos de 38 individuos correspondientes a 18 accesiones de
frutos de tomate silvestre (Solanum lycopersicum var cerasiforme) originarias de
diferentes estados de la Republica Mexicana (Cuadro 5), las cuales fueron
colectadas por el Dr. Pedro Sanchez Pefa y crecidas bajo condiciones de riego en el
campo experimental de la Facultad de Agronomia de la Universidad Autbnoma de

Sinaloa.

Los frutos se recolectaron en forma manual, en estado maduro y de al menos
tres plantas de cada accesion tomando como criterios de seleccién color uniforme,
firmeza al tacto y ausencia de defectos. Los tomates fueron transportados en hielo al
Laboratorio de Quimica de Productos Naturales de la Maestria en Ciencia y
Tecnologia de Alimentos con sede en la Facultad de Ciencias Quimico Bioldgicas de
la Universidad Auténoma de Sinaloa, donde fueron lavados con agua, cortados en
trozos pequefios y secados en una liofilizadora modelo 5L (The Virtis Company, New
York, EUA). Las muestras secas fueron almacenadas en bolsas de plastico

protegidas de la luz a -70°C hasta su posterior uso.

32



Cuadro 5. Accesiones de tomate silvestre analizadas y su estado de origen

Accesion Cadigo Individuos Estado
Altamirano 14 Chiapas
Camaza 7,911 Sinaloa
Cartagena 3,5,6 Chiapas
Cafias 2 Guerrero
Chuylen 13, 14 Yucatan
F. Ruiz 6 Chiapas
Francisco 2 Tabasco
Jeronimito 5,12 Guerrero
Kilim 14, 16 Yucatan
Llanos 11, 13, 16 Guerrero
Muna 7,8 Yucatan
Placharosa 2,10 Sinaloa
Pomparosa 10, 12, 19 Sinaloa
Rincén 8, 13, 15 Oaxaca
San Juan 2,5 Veracruz
Temax 10 Yucatan
Tumbisca 16, 17, 22 Michoacén
Villamaza 8,17, 18 Sinaloa

Total individuos
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B METODOS
1 Obtencién de extracto metandlico

La extraccidon de compuestos fendlicos se realizd siguiendo la metodologia
propuesta por Gomez-Romero y col (2010), con algunas modificaciones. Se pesaron
200 mg de muestra liofilizada y se mezclé con 2 mL de metanol, posteriormente se
sonicé por 20 min, seguido de una centrifugacion a 8000 rpm durante 20 min; el
sobrenadante se recuperd y el residuo se extrajo dos veces mas para posteriormente
mezclar los sobrenadantes, los cuales fueron pasados a través de un filtro de jeringa
(PVDF membrane HPLC certified, Pall Corporation, EUA). Los extractos fueron
barridos bajo corriente de nitrdgeno para posteriormente ser almacenados a -20 °C

protegidos de la luz.

2 Perfil de compuestos fendlicos

a Separacién e Identificacion

La separacion de los compuestos fendlicos se realizd en un equipo de
cromatografia liquida de alta resoluciéon (HPLC) modelo ACCELA dotado con un
detector de arreglo de diodos (DAD) (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, EUA).
Se inyect6 una alicuota de 5 pL del extracto metandlico y la separacion se realizé en
una columna FORTIS C18 (3um, 50 x 2.1 mm) (Fortis Technologies Ltd., Cheshire,
Inglaterra) utilizando como fases méviles agua:acido formico (1%) (Solvente A) y
acetonitrilo (Solvente B) a una velocidad de flujo de 0.2 mL/min. Se utiliz6 un
gradiente de elucion iniciando con 99.5% del solvente A y 0.5% del solvente B hasta

alcanzar un 40% de A y 60% de B al minuto 40. Finalmente, la columna fue
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equilibrada con 100% del solvente A durante 5 minutos con un tiempo de secuencia
total de 45 minutos. La deteccion se realizé a 280, 320 y 350 nm. Estandares
comerciales de &cido protocatecuico y daidzeina fueron utilizados como estandares

internos.

La identificacion de los compuestos fenodlicos se realizd a partir de la
comparacion de los tiempos de retencidbn y espectros UV visible con los de
estandares comerciales (acido clorogénico y rutina), asi como por espectrometria de

masas (MS).

Posterior a la separacion por HPLC-DAD, los compuestos fendlicos fueron
analizados en un espectrometro de masas LTQ-XL (Thermo Scientific, Waltham,
EUA) utilizando una fuente de ionizacion por electrospray operando en modo
positivo/negativo con voltaje y temperatura del capilar de 35 V y 300°C,
respectivamente. La adquisicion de los datos se llevé a cabo con ayuda del software
Xcalibur versién 2.2 (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, EUA) en modo de
escaneo completo utilizando una relacion m/z de 110 hasta 2000. Este analisis

permitié conocer el peso molecular y los fragmentos generados de los compuestos.

b Cuantificacion

La cuantificacion de los compuestos fendlicos de los extractos metandlicos
se realiz6 por HPLC empleando curvas de calibraciébn obtenidas a partir de la
separacion de concentraciones conocidas (0.5-60 pg/mL) de estdndares comerciales
de rutina y acido clorogénico, para flavonoides y acidos fendlicos, respectivamente.

Los resultados fueron expresados como mg/100 g b.h.
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3 Asociacion entre el contenido de compuestos fendlicos y la actividad
antioxidante de los extractos metanolicos

Se realizaron andlisis de correlacién de Pearson y de componentes principales
a partir del contenido de los compuestos fendlicos analizados por HPLC en el
presente estudio y la actividades antioxidantes por los métodos ORAC, ABTS y

DPPH evaluadas previamente por Sicairos-Medina (2013).

4 Actividad antioxidante de fracciones y estandares de compuesto fenélicos
a Método ABTS

El ABTS™ (4cido 2,2-azino-bis (3-etilbenzotiazolin)-6-sulfénico) es un radical
libre generado por una reaccion que puede ser quimica (persulfato de potasio),
enziméatica (peroxidasa) o electroquimica. Este método mide la actividad antioxidante
de compuestos de varias polaridades, incluyendo carotenoides, compuestos
fendlicos, y algunos antioxidantes del plasma.

El radical cationico ABTS™ es un cromoforo que absorbe a una longitud de
onda de 734 nm. El método se fundamenta en la cuantificacion de la decoloracion del
radical cationico ABTS™, debido a la interaccién con especies donantes de hidrégeno
o de electrones (Re y col 1999), expresandose como porcentaje de inhibicion de la

absorbancia a 734 nm.

1) Evaluacion de las principales fracciones de compuestos fendlicos
encontradas en el extracto metandlico de tomate
Los compuestos fendlicos presentes en 5 uL del extracto metandlico fueron

separados mediante HPLC y recolectados individualmente para evaluar su actividad
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antioxidante. Se realizaron 20 corridas de HPLC y los volumenes recolectados de
cada fraccion se secaron en un concentrador al vacio a una temperatura de 30°C.
Los compuestos de cada fraccion fueron resuspendidos en el volumen total
inyectado en la columna (100 uL) para evaluarlos a la misma proporcién encontrada
en el extracto original. Para la evaluacion de la actividad antioxidante, las fracciones

se diluyeron cuatro veces.

2) Evaluacién de estandares comerciales

A partir de los perfiles de compuestos fendlicos en los extractos se
seleccionaron algunos de los mas abundantes con base en su correlaciéon con la
actividad antioxidante del extracto y su disponibilidad comercial, con la finalidad de
realizar evaluaciones tanto de forma individual como en mezclas para determinar su
contribucion a la actividad antioxidante de la muestra. Los compuestos fendlicos
seleccionados fueron: acido caféico (por no contar con un estdndar de cafeoil
hexosa), acido clorogénico y rutina. Los valores de actividad antioxidante de los
compuestos fendlicos individuales se tomaron en cuenta para calcular mediante su
suma el valor de actividad antioxidante teérico o esperado de las mezclas, de tal
manera que los valores tedricos y observados fueron comparados con el fin de
determinar si las mezclas presentaban algun tipo de interaccion: a) sinérgica, si el
valor observado era significativamente mayor que el esperado; b) antagonica, si el
valor observado era menor que el esperado; y c) aditiva, si el valor observado fue
igual que el esperado. Los estandares comerciales de acido caféico, acido
clorogénico y rutina fueron evaluados a la misma concentracion encontrada en las

fracciones de los extractos metandlicos (18.06, 84.04 y 25.29 uM, respectivamente).
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3) Evaluacion de la actividad antioxidante e interaccion de los principales
compuestos fendlicos encontrados en tomate silvestre

Para el ensayo de actividad antioxidante por ABTS se hizo una adecuacion del
método para realizarse en microplaca. El radical ABTS™ se generé utilizando 5 ml de
una disolucion de ABTS (7 mM en agua) y 1 mL de persulfato de potasio (140 mM).
La mezcla se mantuvo en oscuridad y en reposo durante 16 h a temperatura
ambiente. La disolucién de ABTS™ fue diluida con PBS (pH 7.4, 10 mM) hasta
obtener un valor de absorbancia de 0.70 (x 0.02) a 734 nm (Amay).

Se mezclaron 292.5 pl de la disolucion de ABTS™ con 7.5 pL de muestra
(fracciones del extracto, estandares individuales o mezclados) en los pozos de la
microplaca. Como blanco se utilizé una mezcla de 7.5 yL de metanol y 292.5 uL de
disolucion de ABTS™. La lectura de la absorbancia se ajusté a cero con 300 uL de
PBS. La microplaca se incub6 a 37°C durante 10 min para posteriormente tomar
lectura de la absorbancia a 655 nm con un lector de microplacas 680 (Bio-Rad,
Hercules, CA, EUA). Se construyd una curva de calibracion de trolox y los resultados
fueron expresados como uM Equivalentes de Trolox (UM ET).

Para determinar el tipo de interaccion entre los principales estandares de
acido caféico, acido clorogénico y rutina, los valores observados de actividad
antioxidante de las mezclas fueron contrastados con los esperados mediante un

analisis unifactorial y una comparacion de medias con la prueba de Fisher.
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b Método DPPH

Se evaluaron estandares comerciales de acido caféico, acido clorogénico y
rutihna a la misma concentracion que fueron evaluadas las fracciones
correspondientes de los extractos metandlicos (18.06, 84.04 y 25.29 uM,
respectivamente). La actividad se determind para los compuestos individuales y en
sus diferentes combinaciones. Para el ensayo se utilizaron 10 yL de cada estandar,
de tal manera que en la evaluacién de los compuestos individuales y de las mezclas
de solo dos componentes el volumen se ajustd a 30 uL con metanol.

La capacidad captadora de radicales libres de los extractos se determinG por
el grado de decoloracién que provocan sus componentes a una solucion metanolica
de DPPH mediante el método de Brand-Williams y col (1995), con algunas
modificaciones. El ensayo se realizé en microplaca en la cual se mezclaron 270 uL
del radical DPPH (150 mM en metanol) y 30 uL de muestra (estandares o mezcla de
ellos). Como blanco se utilizé una mezcla de 30 yL de metanol y 270 uL del radical.
La microplaca se dejo en reposo por 30 min a 37°C en oscuridad y posteriormente se
tomo lectura de la absorbancia a 550 nm usando un lector de microplacas modelo
680 (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA). Se construy6 una curva de calibracion de Trolox

y los resultados se expresaron como UM Equivalentes de Trolox (UM ET).
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5 Analisis estadistico

Los datos de cuantificacion de compuestos fendlicos y de actividad
antioxidante se analizaron mediante un ANOVA de una sola via y la comparacion de
medias se realizé con una prueba Fisher con un nivel de significancia del 0.05.
También se realizaron analisis de correlacion de Pearson y componentes principales.
Todos los andlisis se realizaron utilizando el software Statgraphics Centurion XVI

(StatPoint Technologies Inc, Virginia, EUA).
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VIl RESULTADOS Y DISCUSION

A PERFIL DE COMPUESTOS FENOLICOS EN EXTRACTOS METANOLICOS DE

TOMATE SILVESTRE

1 Identificacion de compuestos fendlicos

El perfil de compuestos fendlicos en extractos metandélicos de 18 accesiones
de tomate var. cerasiforme se obtuvo mediante cromatografia liquida de alta
resolucién con un detector de arreglo de diodos (HPLC-DAD). La identificacion de los
compuestos fendlicos se realizé por comparacion con el tiempo de retencién y
espectro UV-visible de estandares comerciales, asi como el peso molecular y

fragmentos obtenidos mediante el analisis de espectrometria de masas (MS).

En la Figura 3 se muestra como ejemplo el perfil de compuestos fendlicos del
exctracto metandlico de la accesion Tumbisca 17. De manera general, este mismo
perfil lo presentaron las 18 accesiones evaluadas. El analisis por HPLC-DAD mostro
la presencia de siete picos principales, los cuales pueden incluirse en dos familias de
compuestos fendlicos de acuerdo con el espectro UV presentado; una de ellas, del
grupo acidos fendlicos, principalmente derivados del acido hidroxicinamico, y la otra,

con compuestos que pertenecen a la familia de los flavonoides.

De acuerdo con la literatura los compuestos del grupo de las flavonas y
flavonoles presentan dos principales picos de absorcion en la region de 200 a 400
nm, referidos cominmente como banda | (300-380 nm), la cual esta asociada con la
absorcion atribuida al anillo B del sistema cinnamoil, y banda Il (240-280 nm)

atribuida a la absorcion del sistema del anillo A benzoil (Figura 4).

41



‘opeouiuapl oN :/2 ‘odluinbjioayeoin opIdYy :9

‘0o1uinbjioagealp oplay S ‘eunny : ‘opisojuad eunny :g ‘02u9boI0lD OPIdY :Z ‘| BSOXaY |I08)e) (T ‘eulazpred

:Q ‘09IN28]e20]04d OPIdY :d “LT BISIqUINL S1eWO] 8P UQISSIJk B| 8p S021|0us) solsandwiod ap |iad "€ einbiq

14 074 GE

|

[ R S IR T MY (R R CH [N [ [ (R |

(utw) odwaiy

S¢C

1

0c
|

1

1

B (|
SE6y L9V

¥8Tr 691y 650V 9LGE 95 €S

v6'ce
mmm.mm

9G'6¢

a

LEVL

S

| R vl [ |

0
| I O

6911

YL vilv

68°¢

oy | [F0000Z

00007
00009
00008
L =
000001 >
860| F <
00002}

-0000¥ 1

000091
00008}
8L0F

0005-000 -1y

42



255.00

HUA

450.00 474.00
200 250 300 350 400 450

Longitud de onda (nm)

324.00

w
=)
=]
[=]
=]
:i;

45000
40000 OH
35000

30000

HUA

25000

20000

15000

10000(

5000

8C__JIII\?I\\I?III\?I\II?IIII?IIII?II\I?IIII?I\\I?\III

400.00 417.00 43600
AR LAREE RLARE LA ‘”‘["””" LA AARAS LARRN RARAN LAARE RARAE RRARE DAL RRARE LARLE RER """"[""l"' T T T |
0 250 300 350 400 450

Longitud de onda (nm)

Figura 4. Espectros UV-visible caracteristicos de flavonoides (A) y acidos fendlicos

(B) observados en los extractos metandlicos de tomate.
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La estructura de los derivados del acido hidroxicinAmico contiene un sistema
cinamoilo, el cual es responsable de la banda | de absorcién (310-325 nm) en el
espectro UV (Abad-Garcia y col 2009), lo que coincide con lo observado en los

extractos metandlicos (Figura 4).

En el Cuadro 6 se muestran los iones moleculares y fragmentos generados
durante la identificacion por espectrometria de masas (MS) de los principales picos

separados por HPLC en los extractos metandlicos de tomate silvestre.

El pico 1 presentd un peso molecular de 341, apareciendo un fragmento con
una relacién m/z = 179, el cual corresponde a la masa molecular del acido caféico; al
analizar este i6n por MS? en modo negativo generé otro de m/z = 135, mostrando una
pérdida de m/z = 44 correspondiente al CO, del grupo carboxilo. Moco y col (2007)
reportaron este peso molecular para tres isdbmeros de cafeoil hexosa. El peso
molecular del pico 1, asi como los fragmentos generados coinciden con lo reportado

por Gomez-Romero y col (2010) para el compuesto cafeoil hexosa I.

En cuanto al pico 2, éste fue identificado como &cido clorogénico mediante
comparaciéon con su estandar comercial (tiempo de retencién y espectro UV), asi
como por su fragmentacion en MS. El espectro en modo negativo mostré un ion
molecular de m/z = 353 y su fragmentacion generdé un i6on de m/z = 191, el cual
corresponde al peso molecular del acido quinico. El peso molecular y el fragmento
generado coinciden con lo previamente encontrado por Vallverdu-Queralt y col

(2011b).
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El ion molecular m/z = 741 del pico 3 generd dos fragmentos: m/z = 609 y
m/z= 301, correspondientes a la pérdida de los restos de pentosil [M-H-132] y
rutinosil [M-H-132-308], respectivamente. De esta forma, el pico 3 fue identificado
como rutina pentésido (quercetin  3-O-pentosil-rutindésido) de acuerdo con lo
reportado por Barros y col (2012).

El pico 4 fue identificado como rutina debido a la comparacién con su estandar
comercial, coincidiendo el tiempo de retencién, espectro UV, asi como la
fragmentacion del ion molecular de m/z = 609 que generé un fragmento de m/z = 301
tanto para el estandar comercial como el pico desconocido (Figura 6). Moco y col
(2007), Gomez-Romero y col (2010), Vallverdi-Queralt y col (2011b) y Barros y col
(2012) observaron la presencia de rutina en cultivares de tomate, reportando los

mismos fragmentos que se observaron en este estudio para el pico 4.

Los picos 5 y 6 fueron identificados como &cidos di- y tri-cafeoilquinico,
respectivamente. La fragmentacion del ibn molecular de m/z = 515 para el pico 5 en
modo negativo generd dos fragmentos: m/z= 353 y m/z= 179 correspondientes a la
pérdida del acido caféico. El ion molecular m/z= 677 del pico 6 genera los fragmentos
m/z= 515 y m/z = 353, correspondientes al 4cido caféico y quinico, respectivamente.
El peso molecular asi como los fragmentos generados coinciden con lo observado
previamente por Moco y col (2007) y Ribas-Agusti y col (2012) para acidos di- y tri-

cafeoilquinicos en frutos de tomate.
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Por otro lado, el pico 7 observado en la separacion de los compuestos
fendlicos de tomate no pudo ser identificado; su espectro UV visible difiere de los
correspondientes a compuestos tipo acido fendlico y flavonoide, lo que sugiere que
se trata de otro tipo de compuesto. El patron de masas tampoco permitid su
identificacién, por lo que se requiere analizarlo mediante otras herramientas

analiticas.

Los compuestos identificados en las accesiones de tomate analizadas
(Cuadro 6, Figura 5) corresponden a los reportados previamente para extractos de
tomate. Gomez-Romero y col (2010) analizaron el perfil de metabolitos presentes en
el extracto metandlico de tomate de tres diferentes variedades (Daniela, Raf y
Rambo), el acido hidroxicindmico y sus derivados fueron los principales fendlicos del
fruto, representando desde el 58% al 81%. Los principales compuestos encontrados
en este grupo fueron cafeoil hexosa |, acido cumarico hexosa |, acido clorogénico y
acido 5-cafeoilquinico; mientras que en el grupo de compuestos del tipo flavonoide
los principales metabolitos encontrados fueron rutina y rutina pentésido,
representando alrededor del 80% del total de los flavonoides en los cultivares Raf y
Rambo. En el cultivar Daniela, ademas de rutina y rutina pentésido, se encontraron
principalmente  compuestos como floretina  dihexdsido, naringenina vy

chalconaringenina.

Por otro lado, Barros y col (2012) al analizar el contenido de compuestos
fendlicos de cuatro variedades diferentes de tomate identificaron a rutina pentésido
como el principal compuesto flavonoide, y a los derivados del acido hidroxicinamico

del grupo de &cidos fendlicos.
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2 Cuantificacién de compuestos fendlicos

Una estrategia a seguir cuando no se cuenta con estandares disponibles
comercialmente es cuantificar mediante el uso de un estandar externo cuya
estructura sea parecida al compuesto en cuestion (Gomez-Romero y col 2010). De
esta manera, la cuantificacion de los compuestos fendlicos identificados se realizo
empleando curvas de calibracion de estandares comerciales de compuestos
relacionados con la misma familia (Figura 7); el compuesto identificado como cafeoil
hexosa | fue cuantificado por referencia a acido caféico, los demas compuestos de
tipo acido fendlico fueron cuantificados por referencia a acido clorogénico, mientras

gue los compuestos de tipo flavonoide por referencia a rutina.

En cuanto a la cuantificacion de los compuestos identificados, cafeoil hexosa |
se encontré en un rango de 0.35-1.28 mg/100 g b.h., siendo la menor concentracion
para la accesion Temax 10 y la mayor para Rincén 13 (Figura 8). Estos valores son
superiores al contenido de acido caféico encontrado por (Hernandez y col 2007)
(0.11-0.14 mg/100 g b.h) pero similares a los reportados por (Martinez-Valverde y col
2002) quienes encontraron un rango de 0.14-1.30 mg/100 g b.h. de &cido caféico en

5 cultivares de tomate y variedades comerciales de tomate, respectivamente.
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El contenido de &cido clorogénico vario de 0.0 a 26.27 mg/100 g b.h. (Figura
9). Este compuesto fue uno de los compuestos fendlicos mas abundantes en las
accesiones estudiadas, con excepcion del individuo Camaza 9, donde no fue
detectado. El individuo Kilim 16 mostr6 el mayor contenido de acido clorogénico
superando hasta 4 veces lo reportado para tomate cherry (5.44 mg/100 g b.h.) (Raffo
y col 2006). Estos resultados concuerdan con lo reportado por Sicairos-Medina
(2013) para accesiones de tomate silvestre y por Barros y col (2012), quienes de
manera general observaron que en frutos de tomate los acidos fendlicos fueron mas

abundantes que los flavonoides.

El contenido de rutina pentdsido varié entre 1.53-5.48 mg/100 g b.h. para los
individuos Llanos 13 y Kilim 16, respectivamente (Figura 10). En un estudio realizado
por Barros y col (2012) en cuatro variedades de tomate se observd que el principal
flavonoide presente en las variedades analizadas fue rutina pentdsido, encontrando
valores que van desde 0.34 hasta 4.76 pg/g b.h., los cuales de manera general
coinciden con los encontrados en el presente estudio en las 18 accesiones de tomate

silvestre estudiadas.

El contenido de rutina entre las accesiones varié de 2.1 a 21.54 mg/100 g b.h.
(Figura 11), valores que comprenden los reportados previamente por Sicairos-
Medina (2013) (4.69-18.76 mg/100 g b.h.) en 10 accesiones de tomate silvestre de
México. El individuo Rincén 15 fue el que present6 el mayor contenido de rutina
(21.54 mg/100 g b.h.), superando hasta por 3 veces lo reportado para tomate tipo

Cherry (6.61 mg/100 g b.h.) (Raffo y col 2006).
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Figura 9. Contenido de acido clorogénico de las accesiones de tomate evaluadas. Las barras verticales

0.890 (a=0.05).
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Figura 10. Contenido de rutina pentésido de las accesiones de tomate evaluadas. Las barras verticales

0.132 (a=0.05).
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Figura 11. Contenido de rutina de las accesiones de tomate evaluadas. Las barras verticales indican

0.604 (a=0.05).
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El contenido de acido dicafeoilquinico varié entre 0.36 y 14.76 mg/100 g b.h
(Figura 12), mientras que el de &cido tricafeoilquinico presenté un rango de 0.58 a
8.71 mg/100 g b.h. (Figura 13). Estos valores se encuentran dentro del rango
reportado por Boches y col (2011), quienes al evaluar una coleccion de Solanum
lycopersicum var. cerasiforme en cuanto a su contenido de compuestos fendlicos,
registraron concentraciones de acidos cafeoilquinicos en el rango de 1 a 17 mg/100 g

b.h.

La variabilidad observada en el contenido de compuestos fendlicos, el cual en
algunos casos supera lo reportado para materiales comerciales, sugiere el potencial
gue tienen estos materiales como fuente de germoplasma en programas de

mejoramiento de variedades cultivadas.

3 Andlisis de componentes principales

Con el fin de conocer la contribucién de los compuestos fendlicos a la
variabilidad observada en las accesiones se realiz6 un andlisis de componentes
principales (ACP). Este analisis tiene como propdsito generar nuevas variables que
expresen la informacién original, con lo cual se puede reducir la dimensién y dar una
mejor estructura al conjunto de datos analizados. Para que este procedimiento
estadistico tenga sentido, es necesario que entre las variables de estudio haya una
correlacion, es decir, es necesario que las variables que han sido observadas estén
relacionadas entre si. Las nuevas variables generadas se denominan componentes

principales (Raykov y Marcoulides 2008; Shewhart y Wilks 2008).
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Figura 12. Contenido de &acido dicafeoilquinico de las accesiones de tomate evaluadas. Las barras

0.318 (a=0.05).
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Figura 13. Contenido de acido tricafeoilquinico de las accesiones de tomate evaluadas. Las barras verticales

0.419 (a=0.05).
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El ACP de los perfiles obtenidos en las accesiones de tomate silvestre reveld
gue los tres primeros componentes explican el 92.63% de la variacion total
observada en los datos originales (Cuadro 7), destacando el componente 1 que

contribuy6 con el 69.35% y present6 un valor propio muy superior a 1.

Para el caso del componente 1, el peso que tiene cada compuesto sobre la
variacion explicada se estableci6 en la siguiente ecuacion: 0.392156*Ac.
clorogénico (Cafeoilquinico) + 0.393329*Rutina + 0.30802*Cafeoil hexosa | +
0.419037*Rutina pentdsido + 0.466302* Ac. dicafeoilquinico + 0.451219*Ac.
tricafeoilquinico, donde se puede observar que los compuestos fendlicos que tienen

mayor contribucién son rutina y acido clorogénico con sus derivados.

El ACP puede ser utilizado como herramienta para determinar el nivel de
asociacion que existe entre diferentes poblaciones. En este sentido, la Figura 14
muestra la distribucion de accesiones de tomate silvestre de acuerdo al primer
componente del analisis. Se puede observar que destaca un grupo de 6 individuos
correspondientes a las accesiones Kilim, Rincon, Muna y Tumbisca que poseen
valores del componente mayores de 2. Estos materiales resultan promisorios como
fuente de mejora debido a su alto contenido de compuestos fendlicos, aunque se
requiere relacionar estos compuestos con actividades biolégicas como la

antioxidante.
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Cuadro 7. Valores propios y porcentaje de varianza explicada de los componentes
principales generados a partir del analisis del contenido de compuestos fendlicos en

las accesiones de tomate silvestre.

) Porcentaje Porcentaje
Componente Valor propio )
de varianza  acumulado

1 4.16077 69.346 69.346
2 0.942708 15.712 85.058
3 0.454086 7.568 92.626
4 0.31725 5.287 97.914
5 0.110504 1.842 99.755
6 0.0146779 0.245 100
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B ASOCIACION ENTRE EL CONTENIDO DE COMPUESTOS FENOLICOS Y LA
ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE LAS ACCESIONES DE TOMATE SILVESTRE

En un estudio previo, Sicairos Medina (2013) encontrd una correlacién positiva
entre el contenido de compuestos fendlicos totales y la actividad antioxidante medida
por los métodos ABTS (r = 0.86), DPPH (r = 0.79) y ORAC (r = 0.39) en extractos

metanolicos de las accesiones de tomate silvestre estudiadas.

En el presente estudio se analizo la correlacion de estas actividades con los
componentes fendlicos identificados en los perfiles y los resultados se muestran en el
Cuadro 8. Los compuestos fendlicos individuales cuantificados por HLPC se
correlacionaron positivamente con la actividad antioxidante con excepcion del
compuesto no identificado (tr = 32.82 min, Anax = 366 nm), el cual no presentd
correlacion para ninguno de los métodos utilizados. En el método de ORAC,
solamente rutina pentdsido presenté una correlacion altamente significativa. La
mayor correlacion se observé para el caso de la actividad antioxidante determinada
por los métodos ABTS y DPPH, destacando rutina que presentd la correlacion mas

alta, seguido del acido clorogénico y los acidos di- y tricafeoilquinico.

Los valores de correlacion mas altos con el método de DPPH fueron los
presentados por rutina (r = 0.715), seguido de acido clorogénico (r = 0.691) y acido
dicafeoilquinico (r = 0.689). Con el método de ABTS, el mas alto fue nuevamente
rutina, seguido de &acido clorogénico y rutina pentdsido. De acuerdo a estos
resultados, los compuestos fendlicos mas prometedores en cuanto al papel que
desempefian en la actividad antioxidante fueron rutina y acido clorogénico, mismos

gue destacaron por encontrarse de forma abundante en los extractos metandlicos.
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Cuadro 8. Andlisis de correlacion de Pearson entre el contenido de compuestos

fendlicos y la actividad antioxidante de extractos metandlicos de tomate silvestre

Componente Actividad antioxidante por

ORAC DPPH ABTS

Cafeoil hexosa | 0.206* 0.432**  0.396**
Acido clorogénico (acido 3-cafeoilquinico) 0.127 0.691**  0.709**

Rutina pentosido (quercetin  3-O-pentosil- 0.466** 0.609**  0.669**

rutinosido)

Rutina 0.217* 0.715**  0.803**
Acido dicafeoilquinico 0.150 0.689**  0.606**
Acido tricafeoilquinico 0.217* 0.611**  0.530**
Desconocido -0.015 0.034 -0.015

*p< 0.05; *p=0.01
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Debido a que varios de los compuestos fendlicos identificados en los extractos
metandlicos presentaron correlacion significativa con la actividad antioxidante por
ABTS y DPPH, se realiz6 el ACP para visualizar de mejor manera las accesiones de
tomate mas promisorias tomando en cuenta los perfiles de fendlicos y las actividades
antioxidantes. Este andlisis reveld que los tres primeros componentes explican el
88.6% de la variacion total observada en los datos originales (Cuadro 9), destacando

el componente 1 que contribuy6 con el 68.7%.

Para el caso del componente 1, el peso que tiene cada compuesto sobre la
variacion explicada se establecid en la siguiente ecuacion: 0.36515*DPPH +
0.360785*ABTS + 0.349828*Ac. clorogénico (Cafeoilquinico) + 0.359223*Rutina +
0.267067*Cafecil hexosa | + 0.357075*Rutina pentésido + 0.388725*Ac.
dicafeoilquinico + 0.36762*Ac. tricafeoilquinico, donde se puede observar que con
excepcion de cafeoil hexosa |, el resto de las variables contribuyen de manera

similar.

En la Figura 15 se muestra la distribucion de accesiones de tomate silvestre
de acuerdo al primer componente del analisis. Se puede observar que destaca un
grupo de 5 individuos correspondientes a las accesiones Kilim, Rincon y Tumbisca
gue poseen valores del componente mayores de 2. De estos materiales promisorios
se selecciond tumbisca 17 para identificar los compuestos fendlicos individuales
responsables de su actividad antioxidante. La seleccién de este material se debi6 a
gue fue el que presentd el segundo valor mas alto de fenolicos totales y actividad
antioxidante por ABTS y DPPH (Sicairos Medina 2013), ademas de contar con

material suficiente para los analisis subsecuentes.
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Cuadro 9. Valores propios y porcentaje de varianza explicada de los componentes
principales generados a partir del analisis del contenido de compuestos fendlicos en

las accesiones de tomate silvestre.

) Porcentaje de  Porcentaje
Componente  Valor propio

varianza acumulado
1 5.49872 68.734 68.734
2 0.987573 12.345 81.079
3 0.601922 7.524 88.603
4 0.456707 5.709 94.311
5 0.248288 3.104 97.415
6 0.116227 1.453 98.868
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C ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE IN VITRO DE LOS PRINCIPALES COMPUESTOS
FENOLICOS PRESENTES EN EL EXTRACTO METANOLICO DE TOMATE

SILVESTRE

1 Actividad antioxidante de las fracciones correspondientes a los compuestos
fenolicos identificados en los extractos metandlicos de tomate silvestre

De acuerdo con el analisis por HPLC-DAD el extracto metandlico de tomate
silvestre tiene como principales componentes a cafeoil hexosa |, acido clorogénico,
rutina, rutina pentoésido y derivados del acido quinico (Cuadro 10). Para conocer la
contribucion de cada uno de estos componentes a la actividad antioxidante del fruto
de tomate, se colectaron individualmente las fracciones y se evalué su actividad
antioxidante por ABTS a la misma dilucion utlizada para el extracto. La
concentracion final de cada fraccién en el ensayo y los resultados de actividad
antioxidante se muestran en el Cuadro 10. Cabe destacar que solo se muestran los
resultados de los 6 picos identificados y que pudieron ser cuantificados
apropiadamente por HPLC a partir de las curvas de estandares.

Los resultados de este analisis revelaron que la mayor actividad antioxidante
correspondio a la fraccion de rutina (45.87 uM ET), mientras que el valor mas bajo se
observo en la fraccion correspondiente al acido tricafeoilquinico (19.04 uM ET). Si
bien las fracciones fueron evaluadas a la misma dilucion que el extracto metandlico,
la suma de ellas da un valor de actividad antioxidante superior al obervado en dicho
extracto, lo que demuestra que la interaccion entre los compuestos fendlicos

presentes en el extracto afecta la actividad antioxidante total.
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Cuadro 10. Actividad antioxidante por el

método ABTS de

las fracciones

correspondientes a compuestos fendlicos identificados en los extractos metandlicos

Compuesto [UM] [UM ET] ET
Cafeoil hexosa | 9.50 26.60+0.45 2.92
Ac. clorogénico 83.96 32.21+3.71 0.38
Rutina pentdsido 401 33.39+0.08 8.33
Rutina 2490 45.87+2.99 1.81
Acido dicafeoilquinico  18.66 19.52 + 3.10 1.05
Acido tricafeoilquinico  6.81  19.04 + 2.41 2.08
Extracto metandlico 122.18 +1.84

69



En cuanto a la actividad especifica de los compuestos de cada fraccién indicada en
el Cuadro 10 como Equivalentes de Trolox (ET), se puede observar que el
flavonoide rutina pentoésido fue el que presento el valor mas alto con un valor de 8.33
veces la actividad del trolox. Es importante destacar como este compuesto presenté
una actividad especifica 4.6 veces mayor que la de rutina.

El acido clorogénico (cafeoilquinico) fue el compuesto que presentd la menor
actividad especifica con un valor de 0.38; sin embargo, este acido fendlico también
fue el mas abundante y es por ello que tiene una importante contribucion a la
actividad total. Es importante destacar que en relacién a la actividad especifica del
acido clorogénico, la actividad de su derivado dicafeoilquinico se incremento casi tres
veces y del derivado tricafeoilquinico aproximadamente 5.5 veces. La actividad
antioxidante de los &cidos fendlicos depende del niUmero de grupos hidroxilo en la
molécula (Rice-Evans y col 1996). En particular, los hidroxilos del grupo catecol del
cafeoil se han asociado con una buena capacidad antioxidante, por lo que es de
esperarse que al aumentar el numero de grupos catecol en los derivados di y
tricafeoilquinico aumente la actividad antioxidante de la molécula, lo cual
corresponde con lo observado en el presente estudio (Cuadro 10). El otro

compuesto que presentd una actividad especifica sobresaliente fue cafeoil-hexosa.

2 Actividad antioxidante de estandares comerciales de compuestos fendlicos

presentes en el extracto metandlico

A partir de los perfiles obtenidos se seleccionaron los compuestos fendlicos

mas abundantes y que presentaron correlacion con la actividad antioxidante, ademas
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de estar disponibles comercialmente para realizar evaluaciones en forma individual y
combinada para determinar su contribucion a la actividad antioxidante de la muestra.
Los compuestos fendlicos seleccionados fueron: acido caféico (por no contar con un
estandar de cafeoil hexosa), acido clorogénico y rutina. Los valores de actividad
antioxidante (ABTS y DPPH) de los estandares de fendlicos individuales se sumaron
para obtener el valor teérico o esperado de las mezclas, el cual fue contrastado con
el valor observado para determinar el tipo de interaccién de la mezcla de compuestos
(aditividad, sinergismo o antagonismo). Los resultados de estos analisis se muestran
en los Cuadros 11y 12.

En el caso de la actividad de los estandares evaluados por ABTS a la misma
concentracion de las fracciones del extracto metandlico (Cuadro 11), se puede
observar que rutina fue el que presentd el valor més alto (42.35 uM ET), valor
ligeramente inferior al obtenido para esa misma fraccion en el extracto metandlico
que fue de 45.87 uM ET (Cuadro 10). De manera similar, en el caso del acido
clorogénico se observé un valor inferior en el caso del estdndar con respecto a la
fraccion de extracto. Sin embargo, la proporcién de los valores de actividad
rutina/acido clorogénico fue similar en ambos casos por lo que reflejan de buena
manera lo observado en la muestra. Las diferencias observadas podrian ser
atribuidas a una subestimacion de la concentracion de las fracciones y por lo tanto
los estandares se probaron a una concentracion ligeramente menor que la de los

extractos.
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Cuadro 11. Actividad antioxidante por ABTS y DPPH de estandares de compuestos

fendlicos evaluados a la concentracion del extracto metandlico de tomate.

ABTS

Compuesto Observado Esperado Tipo de
) [UM ET] [UM ET] Interaccion
Ac. caféico [18.01 uM] 16.84+3.53
Ac. clorogénico [83.96 puM] 25.81+1.34
Rutina [24.90 uM] 42.35+4.35

Combinacion
Ac. clorogénico-Rutina 62.96+0.71*  68.15+4.55° Aditiva
Ac. clorogénico-Ac. caféico 40.34+4.01*  42.65+3.78% Aditiva
Rutina-Ac. caféico 53.98+2.87%  59.19+7.88% Aditiva
Ac. clorogénico-Rutina-Ac. caféico  66.61+0.29°  85.00+7.99% Antagdnica

DPPH

Ac. caféico [18.01 puM] 1.98+0.56
Ac. clorogénico [83.96 uM] 25.66+0.52
Rutina [24.90 uM] 10.4920.22

Combinacién
Ac. clorogénico-Rutina 37.65+4.00°  36.16+0.74° Aditiva
Ac. clorogénico-Ac. caféico 29.56+0.25%  27.65+1.08% Aditiva
Rutina-Ac. caféico 15.69+0.23*  12.46+0.78"  Sinérgica
Ac. clorogénico-Rutina-Ac. caféico  39.05+1.63*  38.14+1.31° Aditiva
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Otra posibilidad es que en las fracciones hayan co-eluido otros compuestos en
mucha menor proporcion pero que podrian estar contribuyendo a la actividad
antioxidante de las mismas.

En el caso de las combinaciones de los estandares, los valores de actividad
antioxidante por ABTS de las mezclas de dos compuestos no fueron
significativamente diferentes de las esperadas a partir de la suma de las actividades
de cada compuesto, indicando que sus efectos fueron aditivos (Cuadro 11). Estos
resultados corresponden con lo observado por Heo y col (2007), quienes midieron la
actividad antioxidante por ABTS de varios fendlicos comunmente encontrados en
frutas y hortalizas, dentro de los cuales se incluyeron el acido clorogénico y la rutina.

Con respecto a la combinacion de los tres estdndares, el valor de actividad
anitoxidante obtenido fue significativamente menor que el esperado, por lo que en
este caso se observl una interaccion antagonica. Este resultado corresponde con lo
observado en el extracto metandlico, cuyo valor de actividad antioxidante por ABTS
fue menor a la suma de las actividades de las fracciones.

Se han reportado varias hipétesis para explicar los efectos sinergisticos y
antogonicos de la combinacion de antioxidantes. Peyrat-Maillard y col (2003)
describen una interaccién antogoénica en el sentido de que un antioxidante fuerte
estaria regenerando uno deébil, disminuyendo de esta forma la capacidad
antioxidante de la mezcla. El potencial reductor de los compuestos fendlicos también
se ha utilizado para tratar de explicar sus interacciones, ya que una molécula con
menor potencial reductor es mas probable que done sus electrones y lo haria a la
molécula con el siguiente valor de potencial mas alto (Freeman y col 2010). Para el

caso del presente estudio, los tres estandares pueden ordenarse de la siguiente
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manera: rutina > acido cafeico > acido clorogénico (Jovanovic y col 1994; Foley y col
1999; Chobot y col 2013). Esto sugiere que a concentraciones equimolares rutina
siempre donaria sus electrones a caféico, luego seguiria clorogénico y finalmente el
radical utilizado en el ensayo.

Otras de las variables que puede influir en la actividad antioxidante de las
mezclas de compuestos es la concentracion, por lo que se decidié probar la actividad
de los tres estandares por ABTS a una concentracion de 50 mg/L (Cuadro 12). Si
bien esta concentracién no es equimolar para cada uno de los compuestos, se
considerd que permitiria observar si las interacciones se mantienen. Como se indica
en el Cuadro 12, las interacciones entre mezclas de dos compuestos fueron aditivas,
mientras que la de los tres estandares fue antagdnica, lo cual corresponde con lo
observado previamente cuando los estandares se evaluaron a la concentracién del
extracto (Cuadro 11).

Los reportes de actividad antioxidante in vitro de mezclas de compuestos
fendlicos son en su mayoria contrastantes dependiendo del ensayo utilizado, lo cual
podria deberse a los diferentes mecanismos mediante los cuales estos compuestos
son capaces de inhibir a los diferentes radicales. En este sentido, los resultados de
interaccién obtenidos en el presente estudio para el método DPPH difieren en parte

de los encontrados para ABTS (Cuadro 11).
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Cuadro 12. Actividad antioxidante por ABTS de estandares de compuestos fendlicos

evaluados a la misma concentracion (50 mg/L).

Compuesto Observado Esperado Tipo de
] [UM ET] [UM ET] Interaccion
Ac. caféico [27.75 pM] 79.36+0.42
Ac. clorogénico [141.12 uM] 34.02+3.63
Rutina [81.90 pM] 69.13+0.26

Combinacion
Ac. clorogénico-Rutina 116.52+3.93*  103.15+3.37% Aditiva
Ac. clorogénico-Ac. caféico 110.17+0.60*  113.37+4.05% Aditiva
Rutina-Ac. caféico 147.49+1.05°  148.49+0.15° Aditiva

Ac. clorogénico-Rutina-Ac. caféico

161.83+1.44°

182.51+3.78%

Antagonista
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VIl CONCLUSIONES

Las accesiones de tomate silvestre evaluadas presentaron una amplia
variabilidad en el contenido de compuestos fendlicos, siendo superiores Kilim,
Rincon, Muna y Tumbisca, las que resultan promisorias para el desarrollo de

mejores variedades genéticas.

Los principales compuestos fendlicos encontrados en los extractos
metanolicos fueron acido clorogénico y rutina, los cuales presentaron una
correlacion significativa con la actividad antioxidante y ademas sus estandares

presentaron una actividad similar a la fraccidén correspondiente del extracto.

El compuesto correspondiente a rutina pentésido presentd la mayor actividad
antioxidante por el método de ABTS, al relacionar esta actividad con la

abundancia presentada por este compuesto en el extracto.

La actividad del extracto por ABTS fue menor que la suma de las fracciones

individuales, lo que sugiere una interaccion antagonista entre los compuestos.

El andlisis de actividad antioxidante por ABTS de estandares de &cido
clorogénico, &cido cafeico y rutina reveld un efecto antagonista en la mezcla de
los tres compuestos, lo que sugiere que la actividad de los extractos
metandlicos estd dada por interacciones antagonicas entre los principales

compuestos fendlicos que los conforman.
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ACP
ANOVA
b.h.
DAD
DPPH
e.g.
ESI
ET
HPLC
m/z
mM
MS
nm
ORAC
PBS
ROS
TEAC
UA
uv
ML
UM

ABREVIATURAS

2,2’-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfoxido)
Andlisis de componentes principales

Andlisis de varianza

Base humeda

Detector de arreglos de diodos
2,2-difenil-1-picrilhidracilo

Ejemplo

Inonizacién por electroasperjado, por sus siglas en inglés
Equivalentes de trolox

Cromatografia de liquidos de alta resolucion
Masa/carga

Milimolar

Espectrometria de masas

Nanometro

Capacidad de absorcion de radicales de oxigeno
Amortiguador de sodio y fosfato

Especies reactivas de oxigeno

Capacidad antioxidante equivalente de trolox
Unidades de absorbancia

Ultra violeta

Microlitro

Micromolar
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