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Resumen: El consumo de tomate de arbol en el Ecuador es muy amplio a lo largo de las diferentes zonas, es decir, tiene
una gran demanda, a su vez no es aprovechado en su totalidad generando gran cantidad de residuos organicos. Mediante
la microencapsulacion se pueden elaborar productos derivados de los principios activos que se generan de esta fruta. En
este trabajo se extrajeron y concentraron carotenoides de la piel de Solanum betaceum. Ademas, se microencapsulo los
principios activos contenidos en el extracto con polimeros (goma arabiga y maltodextrina) en una concentracion del 35
y 40 %. Es necesario controlar la temperatura de microencapsulacion para evitar la degradacion del material de interés.
Es importante determinar la actividad que presentan dichos metabolitos al ser microencapsulados, se evalud la actividad
antioxidante utilizando un método colorimétrico cuantitativo llamado DPPH. Por otro lado, se us6 un modelo in vivo con
Saccharomyces cerevisiae en el cual se midi6 la actividad antioxidante considerandondo de la curva de crecimiento del
microorganismo en cuestion sometiéndolo a diferentes factores, uno de ellos el crecimiento normal sin agentes externos,
en los dos siguientes se emplearon concentraciones de agentes oxidantes, para simular estrés alto y bajo con hipoclorito
de sodio y peroxido de hidrogeno.

Palabras clave: Carotenoides, extraccion, secado por aspersion, actividad antioxidante, Saccharomyces cerevisiae,
razon de crecimiento.

Abstract: Tree tomato consumption in Ecuador is pervasive across the different areas; it has a great demand, but it is
not used in its entirety, generating a large amount of organic waste. Through microencapsulation, products derived from
active ingredients generated from this fruit can be developed. Carotenoids were extracted and concentrated from Solanum
betaceum’s rind in this work. In addition, active ingredients contained in the extract were microencapsulated using polymers
(gum arabic and maltodextrin) at 35 and 40% of concentrations. Itis necessary to control the microencapsulation temperature
to avoid degradation of the material of interest. It is essential to define metabolites’ activity when microencapsulated; the
antioxidant activity was evaluated using a quantitative colorimetric method called DPPH. On the other hand, an in vivo
model with Saccharomyces cerevisiae was used considering the growth curve of the microorganism subjecting to different
factors; one of the expected growth without external agents, in the following two concentrations of oxidizing agents, were
used to simulate high and low stress with sodium hypochlorite and hydrogen peroxide.

Key words: Carotenoids, extraction, spray drying, antioxidant activity, Saccharomyces cerevisiae, growth rate.

|
Introduccion

Una de las causas mas comunes que provoca un au-
mento en la tasa de mortalidad humana son las enferme-
dades no transmisibles (ENTs), un 71 % de la poblacion
representada aproximadamente por 41 millones de perso-
nas son afectadas cada afio segun la Organizacién Mundial
de la Salud (OMS)". El Instituto Nacional de Estadistica y
Censos?, reporté que el 16,33 % de la poblacion ecuatoria-
na muere a causa de patologias como: diabetes mellitus,
enfermedades cerebrovasculares e hipertensivas.

El estrés oxidativo es uno de los mediadores claves de

los efectos producidos por las ENTs como la hipergluce-
mia®; este es el principal factor de riesgo para el desarrollo
de complicaciones crénicas diabéticas ya que contribuye
a la respuesta inflamatoria que caracteriza a las enferme-
dades cardiovasculares (ECV)*. Por otro lado, el estrés
oxidativo se ve involucrado en el proceso de degeneracion
celular debido al alto indice de toxicidad al que se expone la
célula al no ser capaz de mediar los productos resultantes
del metabolismo, provocando asi su necrosis®.

En el Ecuador se generan alrededor de 2 074 tone-
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ladas de residuos al dia, de los cuales el 53,81 % son de
origen organico®, el licopeno esta presente en estos, en una
proporcion aproximada de 600-800 ug de carotenos/100 g
de cascara de diferentes tipos de tomate®. Se ha demos-
trado que el licopeno es un compuesto bioactivo, quimica-
mente inestable y de rapida degradacioén al estar expuesto
a condiciones ambientales externas diferentes a las de su
fuente natural de obtencion, como el oxigeno, la temperatu-
ra, la luz, el pH y algunas otras sustancias reactivas’. Tales
causas han despertado interés en el desarrollo de una tec-
nologia que brinde estabilidad a este principio activo, razon
por la que se ha escogido a la microencapsulacion con po-
limeros inocuos para el consumidor como objeto de estudio
del presente trabajo de investigacion.

|
Materiales y métodos

Obtencién del material vegetal

Se recolectaron cascaras de tomate de arbol Solanum
betaceum, se secaron a 60 °C en un horno de circulacion
forzada de aire (Gander, Canada), se redujo a polvo en un
molino de cuchillas (INOX-EQUIP, Reino Unido). El material
en polvo se almacend en doble funda de polietileno de baja
densidad transparente.

Obtencion de extractos vegetales

La relacion que se ocupo es de 1:70, es decir una parte
de material vegetal y setenta partes de etanol al 96 %, se
calent6 el disolvente a 50 °C y posteriormente se afiadio
el material vegetal. La mezcla se agité a una velocidad de
6000 rpm por 30 minutos. Se filtrd y el sobrenadante se
almaceno en botellas color ambar a 4 °C8,

A+10%
( = ——
E

Concentracion del extracto vegetal

Se coloco el extracto en el balén del rotoevaporador
(IKA, Alemania) y se calenté a bafio Maria a 60 °C con
constante rotacion a 2000 rpm hasta evidenciar ausencia
del etanol.

Cuantificacion de licopeno presente en el concentrado
obtenido

Para la determinacion de la concentracion de caro-
tenos (C) se empled el espectrofotometro UV-Vis (Fisher
Scientific, Estados Unidos) midiendo la absorbancia (A) a
472 nm® y empleando la Ecuacion 1 utilizando como blanco
el etanol. Se empled un valor de 3950 para la absortividad
(E) del etanol®.

Obtencion de microencapsulados con diferentes
combinaciones de polimeros

Basandose en las técnicas de microencapsulacion em-
pleadas'®.Haz clic o pulse aqui para escribir texto.se rea-
lizo la microencapsulacion utilizando el equipo mini spray
dryer (BUCHI) B-290 utilizando los polimeros goma arabiga
y maltodextrina. Las variables evaluadas fueron las propor-
ciones polimero-licopeno y las relaciones temperatura de
entrada y salida del equipo (Tabla I).

Determinacion el porcentaje de eficiencia de la
microencapsulacion (EME

Se determiné el porcentaje de eficiencia de la microen-

capsulacion utilizando la Ecuacion 2, para lo cual se disol-
vieron 0,01 g de los microencapsulados en 1 ml de hexano
y agua de forma independiente. Se cuantifico la concen-
tracion de licopenos en ambas soluciones obteniendo la
concentracion total de licopenos presentes en las micro-
capsulas en la disolucion con agua (DT) y la concentracion
parcial de licopenos en la disolucién con hexano (DP)'" que
corresponde a los que se encuentran en la superficie de las
microcapsulas.

DT-DP *100

DT
Determinacion in vitro de la actividad antioxidante Ipor
el método del radical 2,2-diphenil-1-1-picrylhydrazi
(DPPH)

En una placa de 96 pocillos se colocaron 20 pL de ex-
tracto diluido o disolucién estandar, con 180 pl del reactivo
radical 2,2-diphenil-1-1-picrylhydrazil (DPPH) (Sigma-Al-
drich, USA) disuelto en metanol-agua en una proporcion
(80:20) a una concentracion de 150 umol/L y se agité por 60
segundos. Se incubd la placa por 40 minutos en ausencia
de la luz a temperatura ambiente, posteriormente se leyo la
absorbancia a una longitud de onda de 515 nm a 25 °C en
el espectrofotometro (Fisher Scientific, Finlandia).

Se determind el porcentaje de inhibicion de DPPH
(Ecuacion 3), a partir de la curva de calibracién realizada
con trolox, utilizando la ecuacion de la recta se determiné
la concentracién equivalente de trolox al porcentaje de in-
hibicién obtenido en los extractos. En la Ecuacién 3, la ab-
sorbancia de la muestra a analizar esta representada por A,
muestra y la absorbancia obtenida por la muestra control,
es decir la conformada por metanol y agua en la proporcion
80:20 por A control. Los resultados se expresaron como
pMmol de trolox/g de muestra.

%Eficiencia de encapsulacion =

Amuestra— A control

% Inhibicion de DPPH = [1 —( )] 100

A control

Determinacioén in vivo de la actividad antioxidante
usando Saccharomyces cerevisiae

Se analiz6 la actividad antioxidante de los microencap-
sulados de licopenos utilizando como modelo de estudio la
Saccharomyces cerevisiae. En este experimento se com-
paro la razén de crecimiento entre la curva de crecimien-
to de la levadura sin agentes oxidantes con respecto a la
curva de crecimiento de la levadura sometida a diferentes
concentraciones de antioxidantes y oxidantes tales como
peroxido de hidrogeno e hipoclorito de sodio, obteniendo
las curvas resultantes “Curvas Efecto”'?. El estrés oxidativo
al que se sometid la levadura consistio en colocar agentes
oxidantes a concentraciones de 0,5 mmol/L (estrés bajo)
y 50 mmol/L (estrés alto). Los reactivos utilizados fueron
peroxido de hidrégeno (H,O,) e hipoclorito de sodio (NaO-
Cly1314,

Se aislaron levaduras a partir de un sobre de levadura
comercial (Levapan, Ecuador) en medio PDA (Merck, Ale-
mania), con incubacion a 28 °C por 72 horas. Se tomé una
colonia de S. cerevisiae y se inocul6 en 5 ml de medio YPD
[2 % (m/v) glucosa, 1 % (m/v) extracto de levadura (Conda,
Espafia) y 2 % (m/v) peptona (BD, Espafia)] manteniéndo-
se a una temperatura de incubacion de 28 °C por 6 horas
y una velocidad de agitacion de 100 rpm. Se tomaron 5 pL
de una dilucion 1/10 del cultivo incubado y se inocularon
en un tubo con medio YPD manteniéndose en incubacion
por 18 horas a 28 °C y 100 rpm. Posteriormente se centrifu-
garon los tubos a 2 700 rpm por 20 minutos a temperatura
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Polimeros polimero — Temperatura | Temperatura
Extracto de de entrada de salida (°C)
carotenoides (O]
goma arabiga + 35:33:30 160 20 Tabla 1. Proporciones polime-
maltodextrina (GAMD) ro — licopeno y temperatura de
C15T16090 (E1) entrada/salida.
goma arabiga + 35:35:30 120 80
maltodextrina (GAMD)
C15T12080 (E2)
goma arabiga + 40:40:20 160 90
maltodextrina (GAMD)
C10T16090 (E3)
goma arabiga + 40:40:20 120 80
maltodextrina (GAMD)
C10T12080 (E4)

ambiente, se lavo el pellet con buffer fosfato salino (PBS)
pH 7.,4. Se disolvid el pellet con PBS hasta llegar a una ab-
sorbancia a A de 600 nm (A600) de 0,1 dejando en reposo
por 30 minutos a 28 °C.

Se coloco el perdxido de hidrégeno e hipoclorito de
sodio (Ecuaquimica, Ecuador) a concentraciones de 0,5
mol/L y 50 mol/L, se incubé a 28 °C durante 1 hora sin luz.
A continuacion, se centrifugd a 2700 rpm por 20 minutos a
temperatura ambiente, se lavo el pellet con PBS y se di-
solvié en 3 mL de medio YPD. Se sembré 180 uL de cada
cultivo por triplicado en una placa de 96 pocillos y se llevé a
incubacioén a 28 °C en el lector multiplaca (Fisher Scientific,
Finlandia) con control de crecimiento mediante la A, por
24 horas a intervalos de 20 minutos con agitacion antes de
cada lectura.

La razon de crecimiento se determiné con la Ecuacion
4 donde relaciona la absorbancia (A) de la curva estandar o
del crecimiento de la levadura sometida a varias concentra-
ciones de extractos y agentes oxidantes con respecto a la
del crecimiento de la levadura sin tratamiento.

Agoo de la curva estandar

Razon de crecimiento =
Agoo de la curva control

|
Resultados y discusion

Cuantificacion de licopeno en el concentrado obtenido

Una vez secadas y molidas las céscaras de tomate de
arbol Solanum betaceum, el material particulado obtenido
se empled para la extraccion de sus compuestos bioacti-
vos. Posteriormente, se concentro y se le realiz6 la cuanti-
ficacion de licopenos, tomando asi un valor de 0,55 + 0,02
mg de carotenos/L. Estudios realizados por Pérez®, en los
que obtuvo 0,51 mg/L muestran relacion con los resultados
obtenidos. Por otra parte, Arandiga & Diaz® tras realizar ex-
perimentos en el laboratorio consiguieron una cantidad de
0,44 mg/l ya que utilizaron el fruto maduro, lo que indica
que el tiempo de cosecha influye en el proceso de obten-
cion de carotenoides’.

Determinacion del porcentaje de eficiencia de la
microencapsulacion (EME)

Mediante un disefio experimental 22, con un nivel de
confianza del 95 %, se analizo la influencia de las variables
proporcion polimero-licopeno y las relaciones temperatura
de entrada y salida del equipo.

La ecuacion del disefio obtenida es la siguiente:

-217,22 + 13,04*A + 1,59*B - 0,08*A*B con un R?=
98,52 (Figura 1).

El grafico de superficie de respuesta muestra el valor
optimo del porcentaje de eficiencia de la microencapsula-
cién (EME) siendo este del 64,42 % que representa a una
carga de licopeno del 30 % con una temperatura de entrada
de 120 °C y una temperatura de 80 °C para la salida.

Comparando los resultados obtenidos por Soto'”, quien
realizé6 microencapsulacién con goma xantana se observo
un 77 % de esta variable. Asi mismo Rocha' determind
intervalos del 25 al 80 % empleando goma arabiga y mal-
todextrina, comparando con los valores obtenidos en el
presente trabajo se encuentra dentro de este intervalo. Es
importante recalcar que la variaciéon de temperatura afecta
tanto a los polimeros que son cadenas alifaticas como es el
caso de la maltodextrina y mezclas de ciclo alquenos que
brindan mayor estabilidad al compuesto de interés microen-
capsulado, en este caso licopeno y carotenoides que en su
estructura presentan largas cadenas con dobles enlaces y
grupos alquilo. Por tal razén es vital controlar esta variable
evitando degradacion de los componentes. Por otro lado,
se ha reportado valores entre el 12 — 88 % de la misma
variable utilizando maltodextrina como polimero y tempera-
tura de entrada del equipo de 120 °C™®.

Determinacion in vitro de la actividad antioxidante por el
método del radical 2,2-diphenil-1-1-picrylhydrazil (DPPH)

La ecuacion obtenida del disefio para la actividad an-
tioxidante es la siguiente:

-44 52 + 15,09*A + 0,76*B - 0,05*A*B, con un valor de
R?= 97,43 (Figura 2)

El microencapsulado que presenté mayor actividad an-
tioxidante fue la combinacién que presentd 30 % de carga
de licopeno, 35 % de maltodextrina y 35 % de goma arabiga
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Figura 1. Diagrama de superficie de respuesta para el andlisis del porcentaje de eficiencia de microencapsulacion (EME).
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Figura 2. Diagrama de superficie de respuesta estimada de la actividad antioxidante determinada por el radical libre DPPH.

con una temperatura de entrada (Te) de 120 °C y de salida
(Ts) de 80 °C, obteniendo un porcentaje de inhibicion del
81,84 % lo que equivale a 333,78 + 4,53 ymol de Trolox/g
muestra. Este valor es menor al obtenido por Mera?, en el
cual el extracto de G. mulfordii obtuvo una concentracion
de 776,42 ymol trolox/g de extracto, al igual que los valores
reportados por Hurtado?' para el extracto hidroalcohdlico de
nogal (Juglans Neotropica) con un valor de 1019,10 umol
trolox/g extracto seco. Por otro lado, tiene una actividad
antioxidante mayor a los datos de Moreno?, quien realiz6
estudios en aguacate y encontré que la variedad Hass, tie-
ne un valor de 189,80 + 10,80 pymol trolox/g muestra, uvi-
lla 70,30 + 9,60 pumol trolox/g extracto?®, naranjilla 62,45 +
13,22 pmol trolox/g muestra y taxo 55,47 + 7,42 pymol tro-
lox/g muestra®*.

Determinacion in vivo de la actividad antioxidante
usando Saccharomyces cerevisiae

Para poder determinar de manera preferible la mejor
combinacioén de los microencapsulados se tomé en cuenta
que el valor maximo representa a la actividad antioxidan-
te, mientras que el valor minimo se refiere a la actividad
pro-oxidante y la capacidad que muestra el licopeno para
ayudar a la levadura para activar su respuesta frente al es-
trés? (Figuras 3, 4, 5, 6).

El pico mas alto que muestra la Figura 3 es 1,37 para
el microencapsulado 2 seguido del 4 con 1,35 sometidos a
un estrés bajo con 0,5 mmol/L de NaOCI, mientras que con
peroxido de hidrégeno a 0,5 mmol/L el microencapsulado 2
tomé un valor de 1,45 (Figura 4). En cuanto al estrés alto
el punto que sobresale es de 1,46 para el tratamiento con
hipoclorito de sodio (Figura 5) y 1,29 con peroxido de hidro-
geno (Figura 6).

Comparando cada uno de los valores antes mencio-
nados es importante conocer la respuesta que presenta la
levadura frente al estrés, ademas del mecanismo que pre-
senta el licopeno frente a los radicales con los que interac-
tda. Por lo que, en el caso del hipoclorito de sodio el licope-
no se fragmenta generandose metabolitos que interactian
con los iones (OCI') donandoles un hidrégeno®. Con res-
pecto al peréxido de hidrégeno Plasencia?’, menciona que
el H,0, actua a nivel del citosol activandose la respuesta
transcripcional de la levadura. Segun Martinez & Estruch?,
la levadura presenta dos tipos de catalasa que transforman
los radicales superdxido en agua y oxigeno.

Ensayos realizados por Pelaez'?, muestran que extrac-
tos etandlicos de cacao presentan una razon de crecimien-
to superior a 1,5 a 0,5 mmol/L de perdxido de hidrogeno
lo que indica una actividad antioxidante similar a la del to-
mate de arbol. Por otra parte, Mera®, reporta resultados
de 2,5 para liposomas de Greigia mulfordii en condiciones
de estrés bajo. En el caso del microencapsulado de lico-
peno se nota una actividad antioxidante con una razén de
crecimiento 1,46 lo que indica que el microencapsulado de
carotenos presenta caracteristicas similares a los extractos
de cacao y que los grupos fendlicos que contiene Greigia
mulfordii tienen mayor actividad antioxidante.

Los microencapsulados tienen la ventaja de la liberacion
controlada de compuestos, se ha reportado que la capacidad
antioxidante depende del polimero utilizado para su protec-
cion e interaccion con la membrana plasmatica de la célula
para asegurar su biodisponibilidad®®. La liberacion lenta pue-
de estar asociada a la interaccion entre las bicapas lipidicas
y el licopeno al ser un compuesto hidrofébico se acopla facil-
mente a las lipoproteinas de la membrana celular®.
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Figura 3. Razon de crecimiento de S. cerevisiae con activi-
dad pro-oxidante y antioxidante a 0,5 mmol/L NaOCI.
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Figura 5. Razoén de crecimiento de S. cerevisiae con activi-
dad pro-oxidante y antioxidante a 0,5 mmol/L H,O,.

Es importante recalcar que en este trabajo la razén de
crecimiento minima alcanzada por el microencapsulado 2
(30 % licopeno Te/Ts 120 °C/80 °C) en la fase pro-oxidativa
fue 1,07 y 0,56 mientras que en la actividad antioxidante
tomaron valores de 1,45 y 1,37 frente a un estrés de 0,5
mmol/l de H,O, y NaOCI respectivamente una concentra-
cién de 700 mg/mL de microencapsulado de carotenos.

|
Conclusiones

Se evaluaron las diferentes combinaciones de poli-
meros en la microencapsulacion de licopeno de tomate de
arbol (Solanum betaceum) encontrando que la mejor com-
binacién fue la del microencapsulado que contiene 30 % de
carga, 35 % goma arabiga y 35 % de maltodextrina a una
temperatura de entrada (Te) de 120 °C y de salida (Ts) de
80 °C que presentd el mayor porcentaje de eficiencia de
microencapsulacion con un valor de 64,42 %.

Se compard la actividad antioxidante in vitro de los di-
ferentes microencapsulados y del concentrado de licopeno
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Figura 4. Razon de crecimiento de S. cerevisiae con activi-
dad pro-oxidante y antioxidante a 50 mmol/L NaOCI.
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Figura 6. Razon de crecimiento de S. cerevisiae con activi-
dad pro-oxidante y antioxidante a 50 mmol/L H,O,,.

mediante el método DPPH en el cual se observé que el va-
lor maximo coincidié con las microcapsulas obtenidas con
las mismas condiciones (30 % de carga, 35 % goma arabi-
ga y 35 % de maltodextrina a una temperatura de entrada
(Te) de 120 °C y de salida (Ts) de 80 °C) con un porcentaje
de inhibicion del 81,84 % que representa una concentracion
equivalente de Trolox de 333,78 *+ 4,53 ymol de Trolox/g
muestra.

Se evalud la actividad antioxidante in vivo de los di-
ferentes microencapsulados de licopenos empleando Sac-
charomyces cerevisiae encontrando que este microencap-
sulado a una concentracion de 700 mg/ml presenta mayor
actividad antioxidante tomando valores de 1,37 y 1,45 en
la razén de crecimiento sometida a una concentracién de
0,5 mmol/L de hipoclorito de sodio y peroxido de hidrégeno
respectivamente.

Al someter a la levadura a un estrés alto, es decir, a
50 mmol/L de agentes oxidantes se evidencié que este mi-
croncapsulado presentd mayor efecto antioxidante sobre la
célula tomando un valor maximo de razoén de crecimiento
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de 1,26 con hipoclorito de sodio, mientras que al utilizar
peroxido de hidrogeno esta variable aumento a 1,46.

|
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