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Resumen

En la actualidad la busqueda de compuestos con actividad biologica y propiedades
antimicrobianas de frutos nativos ha generado relevancia. Ante ello, se evaluo la capacidad
antimicrobiana de dos variedades de Solanum betaceum Cav. (tomate de arbol), frente a
Escherichia coli y Staphylococcus aureus. En un primer momento se realizd el andlisis de
caracterizacion fisicoquimica a frutos en fresco, el secado para obtener los polvos (0,6 mm) de
las tres areas del fruto (epicarpio, mesocarpio y semillas) y la aplicacion de ultrasonido y método
convencional para la obtencion de los extractos. En un segundo momento se realiz6 andlisis de
capacidad antioxidante DPPH (IC50), polifenoles totales, perfil fen6lico (HPLC) y capacidad
antimicrobiana (halo de inhibicidon y concentraciéon minima inhibitoria y bactericida) de los
extractos con concentracion de 48,78 mg mL™!. Los resultados fisicoquimicos arrojaron valores
de acidez pH 3,44+0,022 y pH 3,77+0,075 en la variedad anaranjada y roja respectivamente,
asi como °Brix de 11,4+0,5 en variedad roja 'y 9,5+0,536 en la variedad anaranjada, también se
encontr6 humedad de 81,67+ 0,047 % en la variedad anaranjada y de 76,28+ 0,094 % en la
variedad roja, mostrando una relacion inversa entre humedad y solidos solubles encontrados;
con respecto a polifenoles totales, se registraron valores de 23,17+0.994 mg GAE/g ss, asi
también se encontrd que el epicarpio de la variedad roja presenta mayor capacidad antioxidante
(0,07 £ 0.031 mg/mL ICso), el perfil fendlico arrojé datos de presencia de oleuropeina, catequina
y procianidinas para ambas variedades; los ensayos de capacidad antimicrobiana mostraron que
los extractos de tomate de arbol generan inhibicion frente a S. aureus y E. coli con MIC de
12,195 mg/mL y MBC e 24,39 mg/mL. Concluimos que los extractos de tomate de arbol
presentan compuestos fenolicos que inhiben el crecimiento de bacterias patdgenas como E. coli
y S. aureus, lo cual se ve reflejado en su capacidad antioxidante y los compuestos fenolicos que
contienen.

Palabras clave: DPPH (ICso), HPLC, halo de inhibicidn, concentracion minima inhibitoria y

concentracion minima bactericida, ultrasonido, convencional.



Abstract

Currently, the search for compounds with biological activity and antimicrobial properties in
native fruits has gained relevance. Therefore, this research evaluated the antimicrobial capacity
of two varieties of Solanum betaceum Cav. (tree tomato) against Escherichia coli and
Staphylococcus aureus. Initially, physicochemical characterization analysis was performed on
fresh fruit, followed by drying to obtain powders (0.6 mm) from the three fruit areas (epicarp,
mesocarp, and seeds). Ultrasound and conventional methods were then used to obtain the
extracts. Subsequently, antioxidant capacity (DPPH IC50), total polyphenols, phenolic profile
(HPLC), and antimicrobial capacity (inhibition zone, minimum inhibitory concentration, and
bactericidal activity) of the extracts were analyzed at a concentration of 48.78 mg mL™". The
physicochemical results yielded acidity values of pH 3.44+0.022 and pH 3.77+0.075 in the
orange and red varieties respectively, as well as °Brix of 11.4+0.5 in the red variety and
9.5+0.536 in the orange variety. Moisture content of 81.67+ 0.047% was also found in the orange
variety and 76.28+ 0.094% in the red variety, showing an inverse relationship between moisture
and soluble solids found; Regarding total polyphenols, values of 23.17 £ 0.994 mg GAE/g ss
dry weight were recorded. It was also found that the epicarp of the red variety exhibits a higher
antioxidant capacity (0.07 = 0.031 mg/mLss IC50). The phenolic profile revealed the presence
of oleuropein, catechin, and procyanidins in both varieties. Antimicrobial capacity assays
determined that tree tomato extracts inhibit S. aureus and E. coli, with a MIC of 12.195 mg/mLss
and a MBC of 24.39 mg/mLss. We conclude that tree tomato extracts contain phenolic
compounds that inhibit the growth of pathogenic bacteria such as E. coli and S. aureus, as
reflected in their high antioxidant capacity and the phenolic compounds they contain.

Keywords: DPPH (ICso), HPLC, inhibition zone, MIC, minimum bactericidal concentration,

ultrasound, conventional.
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CAPITULO 1.INTRODUCCION
1.1 Planteamiento del problema

El Peru es un pais megadiverso con una gran riqueza en flora y fauna (Leiva et al.,
2019), contribuyendo con una serie de especies que son usados como medicamentos de forma
ancestral (Maria y Ramirez, 2021), tal es el caso del tomate de arbol al cual se le atribuye
diferentes propiedades medicinales como, por ejemplo, el ser usado para controlar los niveles
de glucosa, triglicéridos y lipoproteinas de baja densidad en sangre (Salazar et al., 2016). A su
vez, las sustancias propias de frutas como el tomate de arbol permiten alargar la vida til de
otros productos por sus propiedades antioxidante y contribuir como antimicrobiano debido a
sus compuestos bioactivos que este presenta (Torres, 2012). Estas sustancias podrian ser usadas
como aditivos alimentarios, por lo cual resulta importante analizar su eficacia frente a bacterias
patogenas.

Asimismo, la calidad y seguridad alimentaria se ve afectada por la contaminacion
bacteriana (Angulo, 2020), podemos mencionar algunas bacterias como: Escherichia coli,
Salmonella, Listeria monocytogenes y Staphylococcus aureus comunmente asociadas a
enfermedades transmitidas por alimentos (ETA) las cuales pueden proliferar y generar
problemas a la salud (Rodriguez-Morales et al., 2019).

En el caso de la bacteria E. coli, sus cepas patdogenas son consideradas como principal
causa de enfermedades en el mundo generando problemas como diarreas, colitis hemorragica
y otros sindromes; proveniente de la ingesta de alimentos de fuentes contaminadas asi mismo
de agua (Amézquita-Lopez et al., 2014; Berges et al., 2016); las bacterias de E. coli, pueden
contaminar productos frescos en diferentes etapas a lo largo del proceso de la cadena de
suministro de productos (Machado-Moreira et al., 2019)

Asi también la bacteria S. aureus, es uno de los patdogenos principalmente preocupantes

en el mundo, causante de enfermedades gastrointestinales (Cervantes-Garcia et al., 2014)
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debido a la amplia distribucion del patdégeno en varios tipos de alimentos, se ha registrado su
presencia en derivados lacteos y es considerado como el patdgeno mas peligroso después de
Salmonella y V. parahaemolyticus (Kiimmel et al., 2016), generando toxinas de virulencia, la
enterotoxina enfermedades alérgicas graves y autoinmunes (Hu et al., 2020)

En la actualidad, el uso de aditivos alimentarios artificiales permite la inhibicion de
microbiota patdogena, asi como también minimizar la descomposicion de los alimentos
(Cerqueira et al., 2025) conllevando a prolongar el tiempo de vida util (De Paiva, 2020), pero
generan preocupacion en el consumidor, investigaciones realizadas indican que tendrian
efectos secundarios perjudiciales (Duefias-Ruiz et al., 2023), debido a que estas podrian
provocar enfermedades cronicas no transmisibles (Cajaleén, 2021), una de las medidas
necesarias es la reglamentacion de los mismos para ser usados con tal fin que no cause malestar
inmediato al consumidor (FAO [Food and Agriculture Organization], 2023).

Ante ello, surge la importancia de buscar fuentes de origen natural, usando diferentes
especies vegetales que contribuyen a darle caracteristicas Unicas sin ser una fuente principal de
preocupacion a diferentes productos, el uso de aditivos de fuentes naturales ayuda a evitar su
oxidacion (Valenzuela y Pérez, 2016) y asi también, podrian inhibir la alteracion por
microorganismos patogenos en diversos productos.

La importancia de este estudio radica en determinar la capacidad antimicrobiana que
tienen los extractos de dos variedades de Solanum betaceum Cav. (tomate de arbol)
considerando areas importantes propias del fruto tales como el epicarpio, mesocarpio y
semillas, estas propiedades aplicadas sobre microorganismos patdogenos de alimentos como son

E. coliy S. aureus.
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1.2 Formulacion del problema

(Cudl serd la capacidad antimicrobiana de los extractos de tres areas (epicarpio,
mesocarpio y semillas) de dos variedades de Solanum betaceum Cav (tomate de arbol) frente
aFE. coliyS. aureus?

1.1 Justificacion

El tomate de arbol es considerado un arbusto cuyos frutos presentan buen contenido de
vitaminas, antioxidantes y compuestos fenolicos, existen evidencias cientificas como las
realizadas por Santos y de Aquino Santana (2019) en la que evidencian que la cascara de
tomate de arbol contiene compuestos que inhiben el desarrollo de E. coli 'y S. enteriditis, ciertos
compuestos fitoquimicos bioactivos de los extractos que resultan atrayentes por sus diferentes
capacidades inhibitorias de bacterias patdogenos; asi mismo, Diep et al. (2021) identificaron
potencial inhibicion microbiana frente a E. coli 'y S. aureus, pero resulta importante evaluar la
semilla del tomate de arbol y otras variedades, ya que esto podria influir en el desarrollo
antimicrobiano y el de ser utilizado como recubrimiento para prolongar la vida de los
alimentos.

El registro de potenciales antioxidantes y antimicrobianos en frutos silvestres, asi como
sus propiedades pueden resultar de gran ayuda a la industria alimentaria siendo estos usados
para tal fin en partes esenciales o en particular los extractos de estos tales como los extractos
del tomate de arbol, para ello es importante tener evidencias cientificas de qué partes
especificas del fruto del tomate de arbol podria generar mejores beneficios antimicrobianos.

En un contexto donde la resistencia bacteriana a ciertos antibidticos sintéticos genera
una amenaza global en diferentes areas como la salud, el desarrollo y la seguridad alimentaria,
se vuelve fundamental explorar fuentes naturales de compuestos antimicrobianos y el tomate
de arbol como fuente productiva local ofrece una oportunidad de desarrollar nuevos productos

bioactivos (OMS, 2020).
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En el mundo més de un millon de toneladas de alimento se desperdician como las frutas
y hortalizas que son los principales generadores de desperdicios (Coelho et al., 2023); asi
mismo, el uso del tomate de arbol en la venta de jugos, refrescos, entre otros productos generan
residuos como la cascara que no es valorado, al determinar sus propiedades antimicrobianas
generamos una valoracion de biorresiduos lo cual se le pude utilizar en diferentes alimentos
como en los productos carnicos como recubrimientos por ejemplo con el método de
encapsulacion o biopeliculas comestibles, los cuales permite alargar el tiempo de vida util del
alimento.

Al determinar la capacidad antimicrobiana que podria presentar el tomate de arbol se
genera una influencia econdmica importante al permitir usarlo como insumo en diferentes
productos, de una manera preventiva, de gastos en temas de salud generados por bacterias
patdgenas como E. coliy S. aureus causantes de diferentes enfermedades gastrointestinales.

Finalmente, esta investigacion aportaria informacion fundamental para la realizacion
de otras investigaciones en concordancia con actividades de procesos alimentarios y
metodologias en extraccion y determinacion antimicrobiana, ya que la metodologia
microbioldgica contribuye a reafirmar procesos microbiologicos basicos que se pueden
incorporar en una planta de procesamiento y/o laboratorios de la rama de la industria
alimentaria.

1.3 Objetivos
1.3.1 Objetivo general
- Evaluar la capacidad antimicrobiana de dos variedades de Solanum betaceum
Cav. (tomate de arbol) frente a E. coli y S. aureus.
1.3.2 Objetivos especificos
- Caracterizar fisicoquimicamente las dos variedades (anaranjada y roja) de

Solanum betaceum Cav. (tomate de arbol) y obtener los extractos del epicarpio,



16

mesocarpio y semillas mediante extraccion por ultrasonido y método
convencional.

Analizar polifenoles totales con el método de Folin-Ciocalteu de los extractos
de las dos variedades de Solanum Betaceum Cav.

Determinar capacidad antioxidante con el método de radical DPPH (ICso) de los
extractos de las dos variedades de Solanum Betaceum Cav.

Determinar perfil polifenolico con el método de HPLC de los extractos de las
dos variedades de Solanum Betaceum Cav.

Determinar capacidad antimicrobiana con ensayos de difusion en disco de los
extractos de las dos variedades de Solanum Betaceum Cav. frente a E. coli 'y S.
aureus.

Analizar la concentracion minima inhibitoria (MIC) y concentracion minima
bactericida (MBC) de los extractos de las dos variedades de Solanum Betaceum

Cav. frente a E. coli y S. aureus.
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CAPITULO 2.MARCO TEORICO
2.1 Antecedentes

Diep et al. (2021) realizaron comparaciones de los perfiles volatiles de tomate de arbol
cultivado en Nueva Zelanda, fresco y liofilizado, de la cascara y pulpa liofilizadas, evaluando
su efecto antibacteriano de los extractos liofilizados, aplicando metodologias de discos de
difusion para determinar halos de inhibicion. En sus resultados reportaron que, en comparacion
con el agua como control, los extractos de metanol y agua mostraron una actividad
antibacteriana significativa contra E. coli, P. aeruginosa y S. aureus con una zona de inhibicion
de al menos 13,5 mm. Estos resultados conllevan que el tomate de arbol liofilizado tiene
potencial para ser usado como conservante natural para mejorar aromas y alargar el tiempo de
vida 1til de los alimentos.

Ralte et al. (2021) realizaron investigacion en Mizoram, India en composicion de
nutrientes fitoquimicos y minerales, propiedades antimicrobianas, potencial antioxidante e
identificacion de grupos funcionales de especies comestibles de Solanaceae de Mizoram.
Realiz6 estudios de campo y recoleccion de muestras, todas las muestras analizadas se
extrajeron mediante aparatos Soxhlet para el andlisis de compuestos bioactivos. La
determinacion de actividad antioxidante se determiné utilizando el método de eliminacién de
radicales libres (DPPH, APX, CAT y SOD). El potencial antibacteriano se determind usando
métodos de difusion en pozos de agar. Los resultados se analizaron con desviacion estdndar
media. El contenido con actividad antioxidante se analiz6 utilizando Graph Pad Prism version
5. Todas las muestras analizadas mostraron actividades antibacterianas eficaces contra Bacillus
subtilis, Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa. Concluyendo que estas plantas
analizadas podrian ser fuentes potenciales de nuevas preparaciones fitofarmacéuticas y

nutracéuticas.
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Santos y de Aquino Santana (2019) evaluaron en Brasil el potencial antibacteriano de
los extractos de los residuos de frutas dekopon, kiwi, ardndano, chicozapote, tomate de arbol
(cascara) y noni (céascara, semilla y mezcla de cascara y semilla) frente a bacterias Gram
positivas (Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Enterococcus faecalis y Staphylococcus aureus)y
Gram negativas (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella enteriditis y Serratia
macescens). Los extractos de cascara de tomate de arbol inhibieron a Enterococcus faecalis
(extractos en etanol al 60% y 70%), Escherichia coli (extractos en etanol al 50-80%) y
Salmonella enteriditis (extracto en metanol al 80%). Se determiné la concentracion minima
inhibidora para tomate de arbol al 80% etanol (0,39 mg/mL) y la concentraciéon minima
bactericida (>200 mg/mL) para las bacterias mas sensibles a los extractos de residuos de frutos.
En conclusion, los residuos de estas frutas exdticas, que cominmente se desechan, mostraron
un gran potencial para su uso como terapias antibacterianas naturales.

Orqueda et al. (2020) evaluaron en Argentina la efectividad de la pulpa, semilla y piel
del “Tomate de arbol rojo” como ingrediente alimentario funcional para agregar valor a un
recurso nativo de los Yungas argentinos para promover un uso integral sustentable del mismo.
Los polvos obtenidos presentaron un bajo contenido de carbohidratos y sodio, una fuente de
vitamina C, dcidos fenolicos (4cido rosmarinico y acido cafeoilquinico), antocianinas, taninos
condensados, carotenoides, potasio y fibra. Los fendlicos del polvo de chilto (tomate de arbol)
mostraron, antes y después de la digestion gastroduodenal simulada, actividad antioxidante
(ABTS+; H202; O2; HO) y fueron capaces de inhibir enzimas relacionadas con el sindrome
metabolico, como a-glucosidasa, a-amilasa y lipasa. Estos resultados muestran el potencial de
los frutos del chilto rojo argentino como ingredientes alimentarios funcionales o suplementos
dietéticos para prevenir el sindrome metabolico, principalmente por sus efectos antioxidantes,

hipoglucemiantes e hipolipemiantes.
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Garcia et al. (2020), determinaron la actividad antioxidante y antimicrobiana del
extracto etanolico de las partes aéreas de la especie Solanum radicans L. f. (huallpachaqui). El
extracto se llevo a sequedad, posteriormente identificaron presencia de metabolitos secundarios
mediante precipitacion y/o coloracion. Para determinar la actividad antioxidante se uso el
método DPPH y FRAP; para la actividad antimicrobiana se determind con el método de
difusion por excavacion en agar y se usaron cepas de Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa y Proteus mirabilis. Como resultados mostraron actividad contra
Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa, llegando a la conclusion que hay una
relacion entre la actividad antioxidante y antimicrobiana con la presencia de metabolitos
secundarios.

Belattar et al. (2022) realizaron en Argelia investigacion en actividad antibacteriana de
extractos metandlicos de las hojas de Ficus carica linn. Las pruebas antibacterianas se
realizaron mediante el método de difusion en disco midiendo el didmetro de inhibicién en la
placa de agar Miiller-Hinton usando Escherichia coli, Klebsiella pneumonia (Gram negativas),
la determinacion de compuestos activos se realizé con métodos de cribado fisicoquimico. Los
resultados mostraron que los extractos inhibieron el efecto bactericida, asi mismo el extracto
crudo de metanol fue mas activo contra las bacterias gram positivas en comparacion con las
gram negativas. Concluyendo que del extracto metandlico estudiado se podria desarrollar
antibioticos alternativos.

2.2 Bases teorico — cientificas
2.2.1 Tomate de arbol
Este vegetal de produccion perenne, es conocido también como tomate francés, tomate
de monte, tamarillo (Meza y Manzano, 2009), o chilto (Orqueda et al., 2021). Es una especie
herbaria con altura aproximada de tres a cuatro metros, contiene un tronco fragil, su corteza es

delicada, es sensible a heladas porque permite que las hojas se desprendan, el fruto tiene una
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forma ovoide entre cuatro y seis centimetros de longitud, el epicarpio de este fruto es lisa con
colores que van desde rojo en tonalidad anaranjada y amarillo cuando estd en proceso de
madurez, la pulpa jugosa con su toque de acidez y numerosas semillas que le permiten
propagarse aunque no solo se propaga por este medio (tallo y raices), puede producir durante
todo el afio, con un periodo limite (8-10 afios) (INIA, 2009).

En la fruta contiene una cascara gruesa y con caracteristicas amargas en tres tonos
(amarillo, rojo y anaranjado) esto depende de la variedad y ecotipo, con un peso aproximado
entre ochenta y noventa gramos (Moreno-Miranda et al., 2020). Se han registrado ecotipos como
el anaranjado puntdn, un rojo morado, el redondo rojo, amarillo y rojo gigante estos a altitudes
que van desde los mil metros hasta los tres mil metros sobre el nivel del mar (Bohs, 1991; Bohs
y Nelson, 1997; Lester y Hawkes JG, 2001). Estudios fenotipicos determinaron variedades de
tomate de arbol como en ecuador que se consideran mas de 5 variedades las cuales se agruparon
en amarilla, negra (primeras plantas de tomate de arbol), punton y redonde (criollas) y una quinta

la variedad roja (Ordofiez et al., 2009).

Figura 1
Ecotipos de tomate de arbol (Solanum betaceum Cav.)

L3 % :
=% N

Nota. Se presenta los ecotipos de Solanum betaceum, A: Forma redonda, B: An

X

arnado
Puntoén, C: Rojo morado y D: tipo amarillo (Feican-Mejia et al., 2016).
2.2.2 Morfologia del fruto del tomate de darbol
Los frutos de tomate de arbol pertenecen a las frutas semiacidas, crecen de manera

solitaria o en grupo que van desde los 3 a 12 frutos (Duarte y Paull, 2015). Se clasifica, en la
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region andina, en tres tipos de tomate debido a la coloracion de la piel como rojo, anaranjado,
amarillo y morado (Prohens y Nuez, 2000). Segiin menciona Duarte y Paull (2015) algunos
cultivares presentan franjas o rayas longitudinales oscuras.

Cuando la fruta estd madura, esta puede llegar a medir de manera longitudinal entre 4
y 10 cm y de manera transversal entre 3 y 6 cm, asimismo puede llegar a pesar entre 30 y 160
g (Acosta-Quezada et al., 2016; Bohs, 1989; Espin et al., 2016; Vasco et al., 2009).
2.2.3 Taxonomia

En relacién a investigaciones ya realizadas con respecto a esta fruta en el tema de la
incorporacion del género Cyphomandra al género Solanum, la clasificacion taxondmica se

presenta en la Tabla 1 (Bohs, 1995).

Tabla 1
Taxonomia del Solanum betaceum Cav. (tomate de arbol)
Reino Vegetal
Division Fanerogamas
Subdivision Angiospermas
Clase Dicotiledoneas
Subclase Metaclamideas
Orden Tubiflorales
Familia Solanaceae
Género Solanum (Cyphomandra)*
Especie Solanum betaceum Cav.

(Cyphomandra betacea Send)*

Nota. Datos tomados de Bohs (1995) como se cit6 en Ledn et al. (2004).
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2.2.4 Composicion fisicoquimica
Se presenta la composicion fisicoquimica del tomate de arbol en la Tabla 2 realizada

de un Pulp (mezcla) de tres ecotipos (Colombia, Brasil y China) n=23:

gzzgozs,icién fisicoquimica del Solanum betaceum Cav. (tomate de arbol)

Cantidad

Parametro
(Pulpa sin piel ni pepas)

Humedad (% base fresca) 86,1 — 87,7
Proteinas crudas (% base fresca) 4,4-9,61
Lipidos crudos (% base fresca) 0,1-0,76
Ceniza (% base seca) 0,7-0,96
Fibras dietéticas totales (% de peso seco, hidrocoloides en 60,3 — 69,69
puré)
Contenido de so6lidos solubles (% base fresca) 10,9 -12,11
Acidez titulable (% base fresca) 1,2-1,8

Nota. Datos tomados de Wang y Zhu (2020).
2.2.5 Maduracion

Durante el crecimiento y maduracion, los frutos presentan algunos cambios los cuales
se manifiestan en la coloracion, pasan de color verde a morado, rojo y ambar, la madurez del
fruto alcanza entre las 21 y 27 semanas desde la floracion (Schotsmans et al., 2011).

El fruto del tomate de arbol también es considerado como un fruto no climatérico, por
lo que durante la cosecha se observa que estén en un buen grado de madurez para obtener
mejores caracteristicas organolépticas evaluadas durante el consumo, esto relacionado con las
bajas respiratorias y poca produccion de etileno que presenta este fruto una vez cosechado

(Leon et al., 2004).
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2.2.6 Usos

El tomate de arbol debido a sus componentes tiene diferentes usos en la industria
alimentaria y no alimentaria, se han obtenido diferentes productos tales como néctares, jaleas,
mermeladas, jugos, almibar, conservas, helados, ensaladas de frutas, dulces y en platos de
carnes con sabores combinados (Feican-Mejia et al., 2016; Meza y Manzano, 2009). Asi
también debido a sus propiedades del epicarpio del tomate de arbol es usado como protector
contra la oxidacion lipidica en carne de res cocida (Castro-Vargas et al., 2013),
2.2.7 Beneficios

La composicion de las diferentes partes del tomate de arbol tales como la pulpa, semilla
y piel, contiene alta proporcion de antioxidantes naturales hablamos de compuestos fendlicos,
acido ascorbico y carotenoides, asi también estudios demuestran que los compuestos fendlicos
de los polvos o harinas de la semilla, piel y pulpa de chilto, después de la digestion contribuyen
en actividad antioxidante y son capaces de inhibir enzimas relacionadas con el metabolismo
(a-amilasa y lipasa), por ello se le considera como alimento funcional o suplemento dietético
(Orqueda et al., 2020).
2.2.8 Compuestos fendlicos presentes en el fruto del tomate de darbol

Los compuestos fendlicos son un grupo de metabolitos provenientes de las vias
secundarias de las plantas, en esto se comprende a diferentes grupos como los flavonoides,
acidos fenolicos, taninos, lignanos y cumarinas (Luna-Guevara et al., 2018). Estos polifenoles
contienen como minimo un anillo aromatico con grupos hidroxilo, entre sus propiedades
destacan sus reacciones redox debido a sus propiedades antioxidantes (Cory et al., 2018).

Uno de los métodos mas utilizados para la cuantificacion de polifenoles es el método
Folin-Ciocalteu, que para su cuantificacion se usa reactivo colorimétrico que permite medir
con espectrofotometro segun la intensidad de coloracidon presente; esto se basa en que los

polifenoles reaccionan (pH basico) con el reactivo fenolico, dando lugar a una reactivo de color



24

amarillo en forma oxidante, este cuando reacciona da lugar a un color azul producto de iones
fenolato provocado por la transferencia de electrones (Raposo et al., 2024).

En el tomate de arbol se han encontrado buena concentracion de compuestos fendlicos
totales, en 100g de muestra seca se encontrd 2,4 a 6,2 g en la pulpa con el método de Folin
Ciocalteu y en la piel se ha registrado 387 a 620 mg de acido galico equivalente por cada 100
g de peso fresco; registrando diferentes compuestos en los que destaca el acido 3-O-
cafeoilquinico, acido deshidrodiferulico (II), &cido rosmarinico; en el caso de antocianinas en
la pulpa se ha registrado en 100 g de muestra seca 102,4 — 168,9 mg; carotenoides como el -
caroteno 2,5 mg (Wang y Zhu, 2020).

2.2.9 Capacidad antioxidante

La capacidad antioxidante es aquella inhibicion de la oxidacion de un sustrato debido a
las cualidades de los compuestos adicionados, esto lograndolo en cantidades muy pequenas (<
1%, esto 1-1000 mg/L), permitiendo determinar las cualidades de un alimento y evaluar su
funcionalidad en diferentes proporciones (Lopez-Alarcon y Denicola, 2013). Los oxidantes son
aquellos que donan oxigeno a otros compuestos, a la liberacion de estos oxigenos se le conoce
como radicales libres que hace alusion a aquellos que tiene uno o mas electrones no apareados
(Benitez-Estrada et al., 2020), como los radicales del componente DPPH.

2.2.10 Capacidad antimicrobiana

La capacidad antimicrobiana esta relacionada con la capacidad que tiene algunos
compuestos como los metabolitos secundarios o fitoquimicos en conjunto con otros
antimicrobianos para inhibir el crecimiento de bacterias multirresistentes (Duong et al., 2021),
las frutas y plantas tropicales son de gran interés debido a la riqueza de compuestos metanolicos
que contienen; por ejemplo, estudios revelan que extractos hidrometandlicos de la Terminalia

hadleyana subsp. Carpentariae (C.T White) mostraron altos niveles de compuestos fendlicos
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y que también actian como antimicrobiano en bacterias como Staphylococcus aureus (Zhang
et al., 2022), reforzando el potencial de los frutos nativos como antimicrobianos.

Algunas investigaciones confirman que los extractos de las plantas tienen fuertes
propiedades antifingicas, debido a su alto contenido de compuestos fendlicos, isoflavonoides,
terpenos, cetonas, alcoholes alifaticos, acidos y aldehidos; la forma en que actuan es alterando
la membrana citoplasmatica, la liberacion de componentes celulares y la destruccion de
proteinas. Ante ello debido a que estos extractos son volatiles pueden de manera sencilla
difundir y dispersarse en contacto con los microorganismos (dos Santos et al., 2023).

2.2.11 Enfermedades transmitidas por alimentos (ETAS)

Las enfermedades transmitidas por los alimentos con sus siglas ETAS, son aquellos
cuadros de salud perjudiciales para el ser humano ocasionado por el consumo de alimentos y
también de agua contaminados con bacterias, virus o sustancias toxicas (McLinden et al.,
2014). La Organizacion Mundial de la Salud considera que las ETAS son la principal causa de
mortalidad en el mundo y més aun en paises en pleno desarrollo (Organizacion Mundial de la
Salud, 2015). En el Pert existen brotes de ETAS que fueron ocasionados principalmente por
E. coliy Salmonella (MINSA, 2019).

2.2.12 Bacterias patogenas en alimentos

Aquellas bacterias que tienen la capacidad de adquirir factores virulentos las cuales se

convierten en peligrosas (Faleiro, 2010), una de ellas es la E. coli 1a cual puede llegar a producir

toxinas perjudiciales para el ser humano como la toxina Shiga (Vélez et al., 2023).

2.2.12.1 Escherichia coli

Bacteria gramnegativa habita mayormente en el tracto digestivo del ser humano y
también en animales de sangre caliente. Entre las variedades estudiadas son: E. coli
enteropatogenica, E. coli enterotoxigenica, E.coli enteroagregativa, E. coli enteroinvasiva,

entre otras (Molina et al., 2023). En la actualidad se le considera a E. coli como un complejo,
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esto debido a la amplia evidencia bioquimica y filogenética con respecto a la diversidad
genomica, fenotipica y ecotipica (especificidad de hospedador o nicho).(Yu et al., 2021).

En la actualidad E. coli es una de las bacterias mayor estudiadas debido a su impacto
en la salud y el grupo mas resumido de clasificacion son once patotipos, separados en dos

grupos: E. coli patdgena intestinal y E. coli patdgena extraintestinal (Geurtsen et al., 2022).

2.2.12.2 Staphylococcus aureus

Es una bacteria gram positiva catalasa positiva responsable de muchas enfermedades
en nifos, infecciones urinarias, infecciones respiratorias, muchas de estas transmitidas por
alimentos (Khamisi et al., 2022). Principalmente coloniza las fosas nasales anteriores y el tracto
intestinal, son bacterias que pertenecen a la clase Bacilos la cual hace alusion a su forma de
cada bacteria, asi mismo su virulencia incluye neumonia, osteomelitis e infecciones en el tracto
urinario. Se sabe que el S. aureus es resistente a diferentes fArmacos incluso a la penicilina,
generando gastos alarmantes en el tratamiento producto de esta bacteria (Piper et al., 2024).
23 Marco conceptual
2.3.1 Capacidad antimicrobiana de frutas

Actividad inhibitoria de los extractos obtenidos de las frutas frente a bacterias
patogenas.
2.3.2 Capacidad antioxidante

Capacidad de frutas en base a sus moléculas como los taninos que permiten neutralizar
radicales conllevando a preservar la calidad de productos alimentarios.
2.3.3 Concentracion Minima Inhibitoria (MIC)

Para poder determinar concentraciones minimas que pueden inhibir el crecimiento

microbiano se utiliza el método de MIC la cual es la concentraciéon mas baja en ug/mL
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2.3.4 Didametro de inhibicion

Parametro medible en base a su diametro de poder de extractos en forma de halo para
inhibir el desarrollo normal de bacterias patogenas.
2.3.5 Difusion en disco

Este es un método muy utilizado en analisis de microbiologia en donde mediante el uso
de discos de papel filtro se determina la sensibilidad de los microorganismos a los
antimicrobianos como los extractos mediante una determinada cantidad de estos afiadidos al
disco.
2.3.6 Escala McFarland

Estandar que permite medir la turbidez de una suspension de bacterias, lo cual indica
que se esta trabajando con la concentracion adecuada de microorganismos.
2.3.7 Extracto de frutas

Sustancia concentrada obtenida de la fruta con la ayuda de solventes o métodos de
extraccion, la cual contiene compuestos bioactivos.
2.3.8 Epicarpio de tomate de darbol

El epicarpio del tomate de arbol es la piel que envuelve el fruto también denominada
céscara, esta es la parte externa de la fruta la cual ofrece no solo resistencia si no también
proteccion, en el tomate de arbol existen diferentes variedades manifestadas a simple vista por
el epicarpio en coloraciones rojo y anaranjado.
2.3.9 Inhibir el desarrollo microbiologico

Capacidad de inhibir el crecimiento de bacterias mediante el uso de compuestos

obtenidos de los extractos de las frutas.
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2.3.10 Mesocarpio de tomade de arbol

El mesocarpio del tomate de arbol es la capa comprendida entre el epicarpio o piel del
fruto y el endocarpio que es la capa que envuelve a la semilla, también se le conoce como pulpa
esta parte contiene los compuestos mayoritarios de la fruta.

2.3.11 Patogeno alimentario

Microorganismos que causan dafio al consumidor en su salud provenientes de malas
practicas de manipulacion de alimentos tales como E. coli y S. aureus.
2.3.12 Semillas de tomate de arbol

Son las estructuras internas mas pequefias de la fruta de tomate de arbol, estas son
fundamentales en la reproduccion de las plantas y contienen diferentes compuestos de
importancia.

2.3.13 Ultrasonido

Tecnologia que permite realizar la obtencion de extractos de una manera sostenible,
trabajando con determinadas longitudes de onda que interactiian de manera mas especifica con
las particulas de la muestra estudiada.

2.3.14 Unidades formadoras de colonia (UFC)

Este término de microbiologia nos permite ser un indicador de densidades microbianas,
representando la cantidad de microorganismos vivos en un determinado cultivo, el cual esta
determinado por el nimero de colonias viables.

2.4  Hipotesis

HO: Los extractos de Solanum betaceum Cav. (tomate de arbol) de las variedades
anaranjada y roja, no inhiben el desarrollo microbiano frente a E. coli y S. aureus.

H1: Los extractos de Solanum betaceum Cav. (tomate de arbol) de las variedades

anaranjada y roja, presentan inhibicion microbiana frente a E. coli y S. aureus.
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A continuacion, en la tabla 3 se presentan las variables, tanto independientes como dependientes.

Tabla 3

Operacionalizacion de variables

Operacionalizacion de variables

Variables

Definicién conceptual

Dimensiones

Iniciadores

Instrumentos

2 variedades

Dos cultivares de tomate de arbol

- Variedad anaranjada

Coloracion de la

Visual y rotulado

(S. aureus)

de tomate de | (Solanum betaceum Cav.), | - Variedad roja cascara: Roja 0
arbol diferenciadas por la coloracion de su anaranjada
cascara.
3 areas del | Areas diferenciadas de la fruta de | - Epicarpio Separacion de las areas | Cuchillo manual
tomate de | tomate de arbol (Solanum betaceum | - Mesocarpio del tomate de arbol
g
g arbol Cav.). - Semillas
;E
2 2 métodos de | Procedimientos de obtencion de | - Método convencional por | Codificacion segin el | Bafio ultrasénico,
D
<=
= extraccion extractos para el consiguiente analisis maceracion método empleado agitador, centrifuga y
de componentes bioactivos de las areas | - Método de extraccion por solventes de etanol y
importantes del tomate de arbol. ultrasonido metanol
2 especies | Microorganismos  utilizados  para | - E. coli Laboratorio clinico (E£. | Banco de cepas del
bacterianas analizar la capacidad antimicrobiana. - S. aureus coli) y aislado de leche | Laboratorio de

Microbiologia




Dependientes

Caracteristicas | Propiedades y composicion de la fruta | - pH Valores obtenidos - pH-metro
fisicoquimicas | de tomate de arbol (Solanum betaceum | - Sélidos solubles totales - Refractometro
Cav.). (°Brix) - Equipo de titulacion
- Acidez titulable - Secador de bandejas
- Indice de madurez - Mufla
- Humedad
- Cenizas
Capacidad Capacidad de evitar la oxidacion de % de inhibicion IC 50 Formula aplicada y Curva de DPPH
antioxidante ciertas particulas en un sustrato espectrofotometria
Polifenoles Componentes de la fruta de tomate de | 760 nm en espectrofotometro | Coloraciéon después de | Curva de calibracion.
totales arbol 30 minutos de reaccion.
Perfil fenolico | Identificacion de principales | Partes por millén (ppm) Compuestos Meétodo estandarizado
componentes propios de la fruta de importantes
tomate de arbol
Capacidad Inhibiciéon microbiana de Escherichia | Diametro de inhibicion Y - E coli Analisis de inhibicion
antimicrobiana | coli y Staphylococcus aureus Concentracion minima | - S. aureus de sensibilidad (mm)

Y concentracion minima inhibitoria

(MIC)

inhibitoria (MIC) y minima

bactericida (MBC).

Analisis de MIC vy

MBC mg/mL

30
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CAPITULO 3.MARCO METODOLOGICO
3.1 Tipo y nivel de investigacion

El presente estudio de investigacion es de tipo basica ya que esta encaminado a

la determinacion de propiedades antimicrobianas que contiene el fruto de tomate de
arbol, sin embargo, la proyeccion de los hallazgos fueron relevantes para futuras aplicaciones
(Hernéndez et al., 2014).

De nivel descriptiva comparativo, ya que se pretende encaminar el alcance a las
propiedades propias que contiene el fruto de tomate de arbol en sus dos variedades (roja y
anaranjada) y tipos de extraccion, ante la inhibicion microbiana (Osada y Salvador-Carrillo,
2021).

3.2  Diseiio de investigacion

El presenté estudio se centro en el siguiente disefio experimental segun figura 2: en un
primer momento composicion fisicoquimica de la fruta del tomate de arbol, luego la obtencion
de los extractos utilizando tecnologia de ultrasonido y método convencional, en un segundo
momento se realizé la determinacion de polifenoles totales y perfil fenolico con método de
HPLC; asi mismo, se analizo propiedades funcionales trabajando halo de inhibicion, el efecto
inhibitorio sobre bacterias patogenas, la concentracion minima inhibitoria (MIC),
concentracion minima bactericida (MBC) frente a bacterias patogenas de E. coli y S. aureus.

Se considerara un disefio experimental factorial 2x3x2 = 12 tratamientos; se cuenta con
tres variables independientes (2 variedades, 3 partes de la fruta y 2 métodos de extraccion) y
cuatro variables dependientes (capacidad antioxidante, polifenoles totales, perfil fendlico y
capacidad antimicrobiana (halo de inhibicion, MIC y MBC) con dos bacterias como unidades

de prueba (E. coli y S. aureus) y en la tabla 4 se indican las cepas utilizadas.
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Figura 2

Diagrama experimental de la investigacion

Variedades

Analisis de pH,
soélidos solubles,
cenizas y humedad

Tabla 4
Bacterias patdgenas (E. coli y S. aureus) con las que se trabajé en la presente investigacion de

capacidad antimicrobiana.

Cepa Cadigo de identificacion
Staphylococcus aureus LE1A
Escherichia coli INCQS 00310

Nota: S. aureus (bacteria aislada salvaje), E. coli (cepa clinica)
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33 Métodos de investigacion
3.3.1 Recoleccion del tomate de arbol

Las frutas de tomate de arbol de la variedad anaranjada y roja siguieron el tratamiento
estipulado por Chen et al. (2024) con algunas modificaciones, se recolectaron las frutas de
tomate de arbol de las dos variedades entre 20 y 23 semanas después de la antesis, las
plantaciones tenian un periodo de vida de 2 afios. Las frutas fueron colocadas en cajas
dispuestas con gel de refrigeracion permitiendo realizar el transporte (30 min) al laboratorio de
Tecnologia de Frutas y Hortalizas de la UNACH, para su analisis a una temperatura de 4 °C -
6 °C.
3.3.2  Analisis fisicoquimicos del tomate de arbol fresco

Para los andlisis fisicoquimicos se siguieron las siguientes metodologias.

3.3.2.1 Determinacion del pH

Se determin6 medida directa con el equipo potenciometro (APERA instruments PC60)
AOAC 981.12 (2005), para ello se calibré previamente el equipo, luego se triturd y se obtuvo
el zumo de tres frutas de las dos variedades (anaranjada y roja) con la ayuda de papel filtro,

luego se tomd una muestra de 20 mL y se analiz6 el pH de cada variedad.

3.3.2.2 Solidos solubles totales (°Brix)

Para ello se aplico el método AOAC 932.12 (2005) utilizando el equipo refractometro
(HANNA H196801), para ello se triturd y se obtuvo el zumo de tres frutas de las dos variedades
(anaranjada y roja) con la ayuda de papel filtro, luego se tomd una muestra con un cuenta gotas

para incorporarlo al equipo y determinar los grados Brix.

3.3.2.3 Acidez titulable

Se determind mediante titulacion visual con Hidroxido de sodio (NaOH 0,1 N) y como
referencia el método AOAC 942.15 (2005). Para ello se aplicé relacion de 1 mL de zumo de

fruta y 9 mL de agua destilada, se adiciond 0,5 mL de fenolftaleina al 0,5% y se anadi6 el
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NaOH como solucion titulante. Se observo la coloracion levemente rosada (30 s) para finalizar
la titulacidon. Asi mismo, se tomo el gasto de NaOH, y la acidez se calculd en funcion al 4cido

citrico, los calculos se realizaron con la ecuacion 1.

NxMeq+V

% de acidez = x100 Ecuacion ... 1

Doénde:

N= Normalidad del NaOH.

Meqg= Peso equivalente del acido citrico 0,064 g.
V = Cantidad en mL de hidréxido de sodio usado.

P=peso en gramos de la muestra.

3.3.2.4 indice de madurez:

Para ello se determin6 por medio de la division de los grados °Brix y cantidad de acidez
segun la Norma Técnica Colombiana, NTC-4580, los calculos se realizaron con la Ecuacion 2:
°Brix

Indice de madurez = ———x100 Ecuacién .... 2
Acidez titulable

3.3.2.5 Humedad:

Se determind siguiendo el método de Fathordoobady et al. (2016) con algunas
modificaciones, esto se realizo durante el proceso de secado (3.3.3) el cual consistié en secar
en deshidratador a 40 °C a tiempos de 24 y 48 h hasta obtener pesos constantes para cada una
de las partes de las dos variedades. Se realizaron pesadas cada 30 minutos las primeras 3 horas,
luego cada hora las 3 horas siguientes y luego cada 30 minutos a las 12, 24 y 48 h, los célculos

se realizaron aplicando la siguiente formula:

% de humedad = %xloo Ecuacion .... 3

Para la verificacion de peso y posteriores calculos de capacidad antioxidante y

polifenoles se analiz6 la humedad mediante infrarrojo con el equipo de humedad en infrarrojo
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(AND MX-50 Moisture Analyzer) para ello se us6 1 g de muestra en polvo de cada parte en

estudio y se dio lectura en el equipo, luego de 20 minutos se anotaron los datos de humedad.

3.3.2.6 Cenizas:

Para determinar las cenizas se siguio lo estipulado por Vargas y Vargas et al. (2019) y
teniendo como referencia el método 923.03 de la AOAC. Primero se secaron previamente los
crisoles a 105°C por 40 minutos, posteriormente retiramos y colocamos en el desecador hasta
que llegue a temperatura ambiente; luego se calcina/incinera la muestra de 5 g de cada variedad
a 550 °C por 2 horas en el horno mufla (Nabertherm GmbH) y se calcula el residuo de

incineracion por diferencia de peso segun la Ecuacion 4.

peso de cenizas (g)

x100 Ecuacion .... 4
peso de la muestra (g)

% de cenizas =

3.3.3 Secado de las dreas del tomate de arbol

Las frutas fueron lavadas y escurridas, luego se separaron las partes de estudio de la
fruta (epicarpio, mesocarpio y semillas) con cuchillo manual y una cuchara, y luego fueron
fraccionadas para facilitar el secado. Cada parte de la fruta fue secada por separado a una
temperatura de 40+2°C para evitar la liberacion de componentes con circulacion de aire durante
24 h (epicarpio y semillas) y 48 h (mesocarpio). Finalmente, las partes de la fruta seca fueron
pulverizadas y tamizadas (tamafio de particula > 0,6 mm). Al finalizar se clasificaron y
almacenaron a -18 °C en bolsas de abrefacil de poliestireno, aluminio y poliestireno para su
posterior andlisis (Fathordoobady et al., 2016).
3.3.4 Obtencion de extractos asistida por ultrasonido

Los extractos asistidos por ultrasonido (EAU) se realiz6 mediante la metodologia
optimizada descrita por Rohilla et al. (2022) con algunas modificaciones, se utilizaron 4 g de
muestra en polvo de cada variedad (y de cada area), se mezclaron con 100 mL de codisolvente
(solucién etanol y agua 1:1); los pardmetros para el equipo de ultrasonido (OPTIC ivymen®

system CY-500) fueron: 20 min, 50 °C, 70% de amplitud de 20 kHz frecuencia y de
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Ipulso/min. Las muestras se transfirieron a tubos falcon de 50 mL y se llevd a centrifugacion
a 4000 rpm por 10 minutos a 4°C, el sobrenadante se filtro y se enrazé a 82 mL y se guardd en
envases ambar a temperatura de congelacion hasta su proximo analisis. Los analisis se
realizaron por triplicado.

3.3.5 Obtencion de extractos por el método convencional

Para preparar los extractos por el método convencional, se aplico el estipulado por Diep
et al. (2021), con algunas modificaciones. se utilizaron 4 g de muestra en polvo de cada
variedad (y de cada area), se mezclaron con 100 mL de metanol (60%), cada uno de los
tratamientos se colocaron en agitacion en cocinas magnéticas a temperatura ambiente durante
30 minutos. Las muestras se transfirieron a tubos falcon de 50 mL y se llev6 a centrifugacion
a 4000 rpm por 10 minutos a 4°C, el sobrenadante se filtrd y se enraz6 a 82 mL y se guardd en
envases dmbar a temperatura de congelacion hasta su proximo andlisis. Los andlisis se
realizaron por triplicado.

La concentracion inicial se calculd tedricamente a partir de la masa seca de la muestra
dividida con el volumen final del disolvente, y es la misma para ambos métodos de extraccion
(maceracion convencional y ultrasonido). Este valor se establecid6 como condicién
experimental fija y se utiliz6 Gnicamente para la preparacion de las diluciones, la cual fue de
48,78 mg mL —1. A partir de esta concentracion se realizaron las demas concentraciones para
los siguientes analisis.

3.3.6 Determinacion de contenido de polifenoles

Se siguid la metodologia estipulada por Magalhdes et al. (2010) con algunas
modificaciones, se realiz6 previamente la curva de calibracion con la preparacion de reactivos
de acido gélico 0,0020 g aforado en 50 mL de agua miliQ luego se realizaron las diluciones de
0,2 a 0,8 mg/mL; para la realizacion de las absorbancias de los extractos se preparé NaOH 0,30

My Folin 2N, asi mismo se tomd una muestra de extracto el cual fue diluido (1/30 para céscara,



37

1/25 para pulpa y semilla) en agua MiliQ. Luego se agreg6 en microplaca, 70 uL de muestra
diluida, se adicion6 70 uL de Folin, teniendo como blancos el solvente de extraccion, se dejo
incubar por 2 minutos a temperatura ambiente, luego se agreg6 140 uL de NaOH 0,3 M y se
dej6é en incubacion a temperatura ambiente por 10 minutos para su posterior lectura de
absorbancias a 760 nm en el equipo BioTek Synergy HTX Multi-Mode Microplate Reader.
Los resultados se expresaron como mg equivalente a acido galico por gramo de solido seco (
mgEAG/gss). Se realizo por triplicado y para ambos métodos de extraccion.
3.3.7 Determinacion capacidad antioxidante con la metodologia de eliminacion de

radicales DPPH

Se sigui6 la metodologia descrita por Fathordoobady et al. (2016) y un método adaptado
por Ali Hassan y Abu Bakar (2013) con algunas modificaciones se utilizd una alicuota de 50
uL de cada extracto y 250 uL de solucion metandlica de 50,7 uM de 1,1-difenil-2-picrilhidrazil
(DPPH). Se utiliz6 etanol (50%) y metanol (60%) como blanco (segin cada método de
extraccion) y la solucién de DPPH sin muestra como prueba control negativo (250 uL de DPPH
+ 50 uL de soluciones etanodlica y metandlica segiin el método de extraccion). Se realizod
diluciones a los extractos para encontrar tres puntos en la curva para determinar el porcentaje
de inhibicion (ecuacidn 5) y el posterior célculo de ICso (ecuacion 6). Posteriormente, se midid
la absorbancia de las soluciones a 517 nm mediante el uso del equipo BioTek Synergy HTX

Multi-Mode Microplate Reader. Todas las pruebas se realizaron por triplicado.

Absorvancia de la muestra

%I = (1— x100 Ecuacion .... 5
% ( Absorvancia del control negativo)

50-b .
IC5o = (T) Ecuacioén .... 6
Donde:

a'y b resultan de la ecuacion de la recta (y = ax + b)
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3.3.8 Determinacion de perfil fendlico de los extractos de tomate de arbol

El perfil de polifenoles se determino utilizando el método sugerido por Huaman-
Castilla et al. (2019) con algunas modificaciones. Primero, se utilizé un cartucho C18 (Thermo
Scientific, EE. UU.) para purificar 5 mL de extracto. Luego, se inyectaron 2 uLL de esta muestra
en UPLC-MS (Dionex Ultimate 3000 con Detector MS Orbitrap Exactive plus, Thermofisher,
Massachusetts, EE. UU.) equipado con una columna de fase reversa Acquity UPLC BEH C18
(1,7 pm x 2,1 x 100 mm). Las condiciones del proceso se establecieron con un caudal de 0,3
mL/min a 30 °C. Luego, se prepararon dos fases moviles, A y B, con acetonitrilo y acido
formico (0,1 %, v/v) y agua y acido formico (0,1 %, v/v), respectivamente. Para la elucion, se
utilizo 95 % (v/v) de Ay 5 % (v/v) de B durante 15 min; posteriormente, se utilizd una nueva
mezcla de 60 % (v/v) Ay 40 % (v/v) B durante 18 min. Mientras tanto, se utiliz6é 95 % (v/v)
Ay 5 % (v/v) B durante 20 minutos para regenerar la columna. Previamente, se determinaron
las curvas de calibracion utilizando soluciones estdndar en las mismas condiciones. Los
resultados se expresaron en partes por millon (ppm).
3.3.9 Determinacion de capacidad antimicrobiana

Para determinacion de la actividad antimicrobiana se utilizo el método de difusion en
disco, mediante la metodologia descrito por Santos y Aquino Santana (2019) se prepararon
suspensiones de bacterias a una concentracion de 1,5 x 10 por ml utilizando el estandar 0,5 del
tubo Mcfarland. Con la ayuda de un hisopo, las baterias se sembraron en agar Mueller-Hinton
(20mL). Se colocaron discos de papel de filtro estériles (6mm) con 10 uL de cada uno de los
extractos sobre la superficie del agar utilizando pinzas estériles. Luego, las placas se incubaron
a 35 °C durante 24 h, usando agua destilada como blanco. Luego de la incubacion, se midi6 el
didmetro (en mm) de la zona de inhibicion (ZI), incluido el didmetro del disco, con un
calibrador Vernier. La sensibilidad de las bacterias a los extractos se clasifico como se describe

previamente en Ponce et al. (2003) donde: no sensible (diametro <8 mm), sensible (diametros
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entre 9 y 14 mm), muy sensible (diametros entre 15 y 19 mm) y extremadamente sensible

(diametros > 20 mm). Todos los experimentos se realizaron por triplicado. Los resultados se

expresaron como didmetro medio (mm)

3.3.10 Determinacion de concentracion minima inhibitoria (MIC) y concentracion minima
bactericida (MBC)

Para el analisis de MIC los extractos se prepararon en una serie de diluciones,
comenzando con 48,78 mg/mL y terminando con 6,1 mg/mL. Los cultivos bacterianos obtenidos
a partir de cultivos en caldo BHI de 24 h de incubacion se ajustaron a una turbidez estandar de
1,5x10% UFC/mL en la escala de McFarland y se diluyeron a 1,5x106 UFC/ml en caldo Mueller-
Hinton. Cada Extracto (100 uL) se colocé en una microplaca de 96 pocillos y se anadieron 100
uL de cada cepa bacteriana. Luego, las microplacas fueron incubadas aerdbicamente durante 24
h a 37°C. La MIC se definié como la concentracion mas baja de extracto necesaria para evitar
el crecimiento bacteriano visible. Se utilizaron solo caldo Muller-Hinton y solo suspension
bacteriana como controles negativos y positivos, respectivamente. Aquellos pocillos negativos,
es decir que no presentaron caracteristicas de crecimiento microbiano (turbidez) se sembraron
en agar VRBD (E. coli) y Baird Parker (S. aureus) para evaluar la MBC.

34 Poblacion, muestra y muestreo
3.4.1 Poblacion

Como muestra, se trabajo con 20 kg de frutos de Solanum betaceum Cav. (Tomate de
arbol) de la variedades roja y anaranjada con estado de madurez de 22 semanas después de la
antesis (floracion de la planta), frutos que fueron obtenidos de la comunidad de Pingobamba

Dofiana, del distrito y provincia de Chota, region Cajamarca.
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Figura 3
Punto de recoleccion de muestras de tomate de arbol

* Chota, Cajamarca, Perda
Rosa Regalado, 06120, Perda
Lat -6.523814° Long -78.673474°
06/11/24 04:02 p. m. GMT -05:00

3.4.2 Muestra

El volumen de extracto necesario es 100 mL para cada uno de los andlisis de capacidad

antioxidante y antimicrobiana realizados por triplicado.

3.4.3 Muestreo

Se realiz6 un muestreo por conveniencia de seleccion al azar.
3.5  Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos
3.5.1 Técnicas de recoleccion de datos

La recoleccion de los datos que se presentan en esta investigacion se realizé a partir de

datos cuantitativos tomados de los ensayos experimentales controlados que se realizaron para
poder evaluar: capacidad antioxidante (DPPH), polifenoles totales, perfil fendlico y capacidad

antimicrobiana (halo de inhibicion, MIC, MBC) de los respectivos extractos de tomate de arbol.

Aplicado a Recoleccion de datos

Dos variedades de fruta de tomate de arbol (Roja pH, acidez titulable, indice de madurez, cenizas,

y Anaranjada) humedad.
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Extractos obtenidos por método convencional y Capacidad antioxidante, polifenoles totales,

por ultrasonido perfil fendlico, capacidad antimicrobiana

3.5.2 Instrumentos de recoleccion de datos
La realizacion de los diferentes analisis se llevd a cabo en tres laboratorios: en el
laboratorio de Biotecnologia y Microbiologia Agroindustrial, Laboratorio de Tecnologia de
Frutas y Hortalizas y el Laboratorio de Analisis y Control de Calidad de Productos
Agroindustriales de la Escuela Profesional de Ingenieria Agroindustrial — campus Colpa
Huacaris - UNACH. Asi mismo, la obtencion de los extractos, analisis de perfil polifenolico,
capacidad antioxidante y polifenoles totales se realizaron en el laboratorio de la Universidad
Nacional de Moquegua (UNAM)
Los diferentes instrumentos que se utilizaron para la recoleccion de datos fueron:
- Cuaderno de laboratorio.
- Laptop.
- Lapiceros.
3.6  Técnicas de procesamiento y analisis de datos
La recoleccion de los datos se realizo en hojas de calculo del software Microsoft Excel,
para los andlisis de los datos se utilizé el programa R en el cual se realizaron los analisis
estadisticos y la presentacion de tablas y graficas en promedios + desviacion estandar, todos
los datos se considerd una varianza significativa (p<0,05) en los anélisis de ANOVA y Tukey
(95% de confianza) previo analisis de supuestos estadisticos (normalidad y homocedasticidad).
3.7  Aspectos éticos
Todo el desarrollo de la investigacion se realizé respetando el codigo de ética estipulados

en la Universidad Nacional Autonoma de Chota.
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CAPITULO 4.RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 Descripcion de resultados
4.1.1 Resultados de andalisis fisicoquimico

Se muestran los resultados del analisis fisicoquimico en la Tabla 5 realizado a los frutos
de tomate de arbol en fresco de las variedades anaranjada y roja; se observa un valor de pH de
3,44 + 0,022 en la variedad anaranjada y de la variedad roja un valor de 3,77 + 0,075. Con
respecto a la acidez titulable, se observa que la variedad roja (1,24 + 0,06) tiene menor acidez
en relacion con la variedad anaranjada (1,68 + 0,169).

Mientras que los solidos solubles totales (°Brix) se observa que la variedad roja (11,4
+0,5) presenta un mayor valor en comparacion con la variedad anaranjada (9,5 + 0,536); ambas
variedades presentaron indice de madurez aceptable para el consumo en estado maduro la
variedad anaranjada (7,68 + 0,257) y la variedad roja (6,86 + 0,657); en relacion al contenido
de cenizas la variedad roja (3,32 + 0,894 %) presentd mayor contenido en relacion a la variedad
anaranjada (2,76 £ 0,298 %) y con respecto a la humedad la que presenté mayor contenido es
la variedad anaranjada (81,67 + 0,047 %) y la que presentd menor contenido de humedad fue

la variedad roja (76,28 + 0,094 %).

Tabla §
Resultados de andlisis fisicoquimico del fruto del tomate de arbol
Componentes Var. Anaranjada Var. Roja
pH 3,44+0,022 3,770,075
Acidez titulable (%) 1,68+0,169 1,244+0,06
Solidos solubles totales (°Brix) 9,540,536 11,4+0,5
Indice de madurez 7,68+0,257 6,86+0,657
Cenizas (%) 2,760,298 3,32+0,894
Humedad (%) 81,67+0,047 76,28+0,094

Nota. Se muestran en la tabla 5 los resultados de analisis fisicoquimico + desviacion de

estandar.
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4.1.2 Resultados de la determinacion de polifenoles totales

Se pueden apreciar los resultados obtenidos del contenido de polifenoles de la variedad
anaranjada segun la Figura 4, en el caso de los extractos obtenidos por el método convencional
en el epicarpio se registrd mayor concentracion de polifenoles (18,17 + 0,171 mg GAE/g ss),
asimismo, los obtenidos por el método de ultrasonido (17,89 + 0,618 mg GAE/g ss). Las
semillas presentaron concentracion de polifenoles para ambos métodos de obtencion de
extractos de 5,470,044 mg GAE/g ss (convencional) y 6,46+0,698 mg GAE/g ss (ultrasonido)
respectivamente. Los que presentaron menor concentracion fueron en el mesocarpio del tomate
de arbol de la misma variedad, obtenidos por el método convencional (4,74+0,140 mg GAE/g
ss) y ultrasonido (4,810,491 mg GAE/g ss).

Asi mismo, para la variedad roja se observa que los extractos de epicarpio obtenidos
por el método convencional presentaron menor concentracion de polifenoles (19,76+0,735 mg
GAE/g ss) en relacion con los obtenidos con el método de ultrasonido que registré mayor
concentracion (23,17+0,994 mg GAE/g ss). Las semillas presentaron concentracion de
polifenoles tanto convencional como ultrasonido de 12,2+1,793 mg GAE/g ss y 10,830,274
mg GAE/g ss respectivamente. En contraste con los extractos de mesocarpio obtenidos por el
método convencional (4,64+0,284 mg GAE/g ss) en relacion con los obtenidos por el método

de ultrasonido (5,34+0,186 mg GAE/g ss).
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Figura 4
Polifenoles totales de extractos de tomate de arbol
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4.1.3 Resultados de capacidad antioxidante (DPPH)

Se presenta los resultados en la Figura 5 de capacidad antioxidante analizados con el
método de radical libre 2,2-Difenil-1-Picrilhidrazilo (DPPH) presentados en ICso, se observa
que los extractos del epicarpio de la variedad anaranjada obtenidos con el método de extraccion
convencional presentaron mayor capacidad antioxidante al presentar un ICso de 0,12 + 0,032
mg/mL y se observa que el método de ultrasonido presenta un ICso de 0,56 £ 0,017 mg/mL. El
mesocarpio es el que presenta menos capacidad antioxidante que las demads partes, presentando
para el método convencional en ICso de 1,5 = 0,125 mg/mL y del mismo modo el método
ultrasonido un ICso de 2,23 + 0,123 mg/mL. Las semillas presentaron un ICso para el método
convencional de 0,68 & 0,070 mg/mL y por el método de ultrasonido de 1,51+ 0,377 mg/mL.

Asimismo, se presenta la capacidad antioxidante en ICso de los extractos del tomate de
arbol de la variedad roja, en la cual se observa que el epicarpio presenta mayor capacidad

antioxidante que las otras partes, para el método convencional presenta un ICso de 0,07+ 0,031
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mg/mL, y el método de ultrasonido, 0,41+ 0,012 mg/mL. El mesocarpio presenta capacidad

antioxidante de ICso de 1,28 £+ 0,024 mg/mL en el método convencional y de 1,84 + 0,163

mg/mL los extractos obtenidos con el método de ultrasonido. Asi mismo, se observa que las

semillas presentan un ICso del método convencional de 0,25 y del método de ultrasonido de 1,1

+ 0,16 mg/mL.

Figura 5

Capacidad antioxidante ICso DPPH de los extractos de tomate de arbol
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4.1.4 Resultados de perfil fendlico

Parte de la fruta

A continuacion, se expresan los resultados del perfil de polifenoles, se han encontrado

10 compuestos fendlicos, donde se observa que los componentes principales encontrados en

mayor cantidad son la catequina y oleuropeina, estos registrados en la variedad anaranjada y

roja. En la Figura 6 se observa el perfil de polifenoles para la parte del epicarpio del tomate de

arbol. Para la variedad anaranjada de los extractos obtenidos por el método convencional se

observa un contenido en catequina de 48,362 ppm; asimismo, y datos similares para los

extractos obtenidos por el método de ultrasonido se presentaron 51,41 ppm.
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Por otro lado, la variedad roja presentd contenido de catequina mas alto para los
extractos del método convencional de 90,738 ppm y para el método de ultrasonido de 72,075
ppm.

Por otra parte, en la Figura 6 se observa principalmente presencia de oleuropeina
destacando en la variedad roja extraido por método de ultrasonido (88,463 ppm), y datos
similares en relacion a los extractos del método convencional (64,243 ppm), por otro lado, la
variedad anaranjada también presento oleopurina en donde el método convencional presentod
mayor concentracion (82,513 ppm) en relacion con el método de ultrasonido (71,478 ppm).

Figura 6
Perfil fendlico del epicarpio del tomate de darbol
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Ademas, se presentan los resultados en la Figura 7 de perfil de polifenoles de
mesocarpio o pulpa que se ha registrado para la variedades anaranjada y roja de tomate de
arbol, observamos que la variedad roja presentd mayor concentracion de oleuropeina tanto

método convencional (7,477 ppm) como los obtenidos por ultrasonido (6,737 ppm), asi mismo
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se encuentran muy buena concentracion de catequina en un incremento relacionado tanto del
método convencional (6,693 ppm) como el método de ultrasonido (6,643 ppm).
Conjuntamente, se observan los principales polifenoles registrados para la variedad
anaranjada, destacando la presencia de oleuropeina extraida por el método convencional (6,078
ppm) y ultrasonido (5,709 ppm), asi como la presencia de catequina de los extractos del método
de ultrasonido (5,815 ppm) y convencional (5,537 ppm). También destacan la presencia de

otros compuestos polifendlicos como procianidina y acido cafeico.

Figura 7
Perfil fendlico de mesocarpio de tomate de arbol
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Se presentan en la Figura 8, el contenido de polifenoles que se han registrado en la parte
de la semilla de las dos variedades de tomate de arbol, en donde la semilla de la variedad roja
presentd mayor contenido de catequina obtenido por el método convencional (7,314 ppm), asi
mismo se observa presencia de procianidina A2 en donde destaca el contenido obtenido por el
método convencional (3,599 ppm) que el método de ultrasonido (1,939 ppm). Asi mismo
destacan componentes como oleupeurina extraidos por el método convencional (1,261 ppm) y

por el método de ultrasonido (0,965 ppm).
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En la Figura 8 se presentan el contenido de polifenoles para la semilla de la variedad

anaranjada, se registr6 contenido de catequina en los extractos obtenidos por método

convencional (2,238 ppm), asi también se ha registrado presencia de oleupeurina en el método

convencional (1,537 ppm) y ultrasonido (1,195 ppm), y se ha encontrado concentracion de

procianidina B2 tanto en el método convencional (0,693 ppm) como del método de ultrasonido

(0,556 ppm).

Figura 8

Perfil fendlico de semillas de tomate de darbol
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4.1.5 Resultados de halo de inhibicion

Método de Extraccion

D Convencional
. Ultrasonido

Se realizaron los andlisis de halo de inhibicidn de los extractos de tomate de arbol

aplicados a bacterias patogenas de E. coliy S. aureus, en la Figura 9 se muestran los resultados

de halo de inhibiciéon en milimetros (mm), se observa un halo de inhibicion para la bacteria E.

coli en los diferentes extractos obtenidos por el método convencional y ultrasonido de las dos

variedades de tomate de arbol obteniendo < 8 mm presentando una caracteristica de no sensible,
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a diferencia de los halos de inhibicioén para la bateria S. aureus registrados de los extractos
obtenidos por el método de ultrasonido los cuales presentaron halo de inhibicion de sensible
(diametros entre 9 y 14 mm), de la bacteria S. aureus frente a estos extractos.

Figura 9

Halo de inhibicion (mm) de los extractos de tomate de arbol frente a bacterias de E. coli y S.
aureus
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4.1.6 Resultados de concentracion minima inhibitoria y minima bactericida

En la Tabla 6 se presentan los resultados de promedios de la concentracion minima
inhibitoria (MIC) y minima bactericida (MBC) analizados frente a la bacteria E. coli de los
extractos de las dos variedades de tomate de arbol. Tanto la variedad anaranjada como la roja
sus extractos de epicarpio presentaron un MIC de 24,39 mg/mL para ambos métodos de
extraccion. Los extractos de mesocarpio de la variedad anaranjada presentaron un MIC de
12,195 mg/ mL, para ambos métodos de extraccion, en relacion con la variedad roja que
present6d un MIC de 20,325 mg/mL para ambos métodos de extraccion. En relacion a la semilla
ambas variedades presentaron un MIC de 24,39 mg/mL lo cual se ve que se aplica para ambos

métodos de extraccion.
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Asi mismo se expresan los resultados de la concentracion minima bactericida, los
extractos de la semilla de la variedad roja presentaron menor MBC (24,39 mg/mL) para ambos
métodos de extraccion, a diferencia de los extractos de mesocarpio y semilla de la variedad
anaranjada obtenidos por el método convencional que presentaron mayor MBC (48,78
mg/mL). Los extractos de epicarpio del método convencional para ambas variedades
presentaron un MBC de 32,52 mg/mL.

Tabla 6

Concentracion minima inhibitoria y bactericida frente a la bacteria E. coli de los extractos
de tomate de arbol

Variedad Parte MétOdO. fle E. coli
extraccion MIC (mg/mL) MBC (mg/mL)
Anaranjada Epicarpio Convencional 24,39 32,52
Anaranjada Epicarpio Ultrasonido 24,39 24,39
Anaranjada ~ Mesocarpio  Convencional 12,195 48,78
Anaranjada  Mesocarpio  Ultrasonido 12,195 24,39
Anaranjada Semilla Convencional 24,39 48,78
Anaranjada Semilla Ultrasonido 24,39 32,52
Roja Epicarpio Convencional 24,39 32,52
Roja Epicarpio Ultrasonido 24,39 32,52
Roja Mesocarpio Convencional 20,325 40,65
Roja Mesocarpio  Ultrasonido 20,325 24,39
Roja Semilla Convencional 24,39 24,39
Roja Semilla Ultrasonido 24,39 24,39

Nota. Se presentan los resultados en media y unidades de miligramos por cada mL de extracto
(mg/mL).

En la Tabla 7 se muestran los resultados de los promedios de MIC y MBC de los extractos de
tomate de arbol frente a la bacteria de S. aureus, se observa que el extracto de mesocarpio de
la variedad roja presentd menor MIC (8,13 mg/mL) este obtenido por el método de ultrasonido,
a diferencia que los extractos de epicarpio obtenidos por el método convencional de ambas
variedades los cuales presentaron un MIC mayor (24,39 mg/mL).

Con respecto a la concentracion minima inhibitoria, se observa que los extractos de mesocarpio
de ambas variedades presentan menor MBC (16,26 mg/mL) en ambos métodos de extraccion.

A diferencia de los extractos de Epicarpio, y semillas que presentaron mayor MBC (24,39
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mg/mL) para los obtenidos por el método convencional de la variedad anaranjada. De datos
similares presentaron los extractos de epicarpio y semilla la de la variedad roja obtenida por el
método convencional.

Tabla 7

Concentracion minima inhibitoria y bactericida frente a la bacteria S. aureus de los
extractos de tomate de arbol

Variedad Parte MétOdO. (’ie S. aureus
extraccion MIC (mg/mL) MBC (mg/mL)
Anaranjada  Epicarpio Convencional 24,39 24,39
Anaranjada  Epicarpio Ultrasonido 20,325 20,325
Anaranjada  Mesocarpio Convencional 12,195 16,26
Anaranjada  Mesocarpio Ultrasonido 12,195 12,195
Anaranjada  Semilla Convencional 12,195 24,39
Anaranjada  Semilla Ultrasonido 16,26 24,39
Roja Epicarpio Convencional 24,39 24,39
Roja Epicarpio Ultrasonido 24,39 24,39
Roja Mesocarpio Convencional 12,195 24,39
Roja Mesocarpio Ultrasonido 8,13 16,26
Roja Semilla Convencional 20,325 24,39
Roja Semilla Ultrasonido 24.39 24,39

Nota. se presentan los resultados en media y unidades de miligramos por mL de extracto
(mg/mL).
4.2 Discusion de resultados
4.2.1 Analisis fisicoquimico

En relacion con los andlisis fisicoquimicos, los valores de °Brix de la variedad
anaranjada (9,5 £ 0,536) y roja (11,4 £ 0,5) obtenidos, arrojaron resultados similares a lo
registrado por Zambrano-Moreno et al. (2025) valores de 10,1°Brix, identificando un ligero
aumento de °Brix en la variedad roja que en la variedad anaranjada. En relacion al pH se
determin6 que son frutos acidos, se registro un valor de 3,44 + 0,022 en la variedad anaranjada
y 3,77 £ 0,075 en la variedad roja, indicando que la variedad anaranjada es mas acida que la
roja, un dato similar se encontr6é en pH 3,53 + 0,16 segun Chen et al. (2024).

También, Chent et al. registr6 datos de acidez titulable (2,08 = 0,06 %) y relacion

°Brix/acidez (5,36 + 0,25) en nuestro estudio se registraron datos mas acidos, se observa que
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para la variedad roja (1,68 £+ 0,169) presenta menos acidez que la variedad anaranjada (1,24 +
0,06); asi, el indice de madurez de la variedad anaranjada (7,68 + 0,257) y la variedad roja
(6,86 £0,657). Los datos de cenizas encontrados tanto de la variedad anaranjada (2,76 £ 0,298
%) como de la roja (3,32 + 0,894 %) difieren de los encontrados por Zambrano-Moreno et al.
(2025), quienes registraron cenizas para la variedad purpura (6,55 + 0,14% db) y roja (5,85 +
0,16% db). Con respecto a la humedad en la variedad anaranjada se registré 81,67+0,047 % y
en la variedad roja 76,28+0,094 %, estos datos se relacionan con los datos encontrados por
Diep et al. (2020), los cuales registraron 88,1-89,1 % de humedad en frutos de tomate de arbol.
4.2.2 Determinacion de polifenoles totales

En nuestros resultados se registrd contenido de polifenoles en las tres partes importantes
(epicarpio, mesocarpio y semilla) de dos variedades de la fruta de tomate de arbol, los extractos
se obtuvieron con dos métodos de extraccion, el método convencional y el método de
ultrasonido, y se registro diferencia significativa (p<0,05) entre variedad, parte y método. La
mayor concentracion de polifenoles se registrd en el epicarpio o cascara de la variedad
anaranjada obtenidos por el método de ultrasonido (17,89 = 0,618 mg GAE/g ss) y la variedad
roja presentd 23,17+0.994 mg GAE/g ss, se observa que mayor contenido de polifenoles
presenta la variedad roja lo cual concuerda con los hallazgos realizados por Rohilla y Mahanta
(2021) y Chen et al. (2024).

Por otra parte, los estudios de Rohilla y Mahantan muestran que aplicar metodologia
como la de ultrasonido conlleva un aumento en la extraccion de polifenoles. Con respecto a las
partes del tomate de arbol, se ha registrado mayor concentracion de polifenoles en el epicarpio
que en las demas partes del fruto, estos datos concuerdan con lo encontrado por Loizzo et al.
(2019) el cual en su extraccion etandlico realizada a piel, pulpa y semillas registrd 284,1 mg/g

de extracto etandlico de polifenoles en la piel del fruto de tomate de arbol.
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La metodologia aplicada por ultrasonido muestra un ligero incremento en el contenido
de polifenoles totales encontrados, estudios muestran que la cavitacion ultrasonica genera
rompimiento en las paredes celulares de la muestra en cuestion, generando mayor
permeabilidad a los tejidos asi como la introduccién del solvente para la obtencion de
compuestos bioactivos (Obregén et al., 2025). En concordancia con esto en nuestros resultados
se observa que en ambas variedades de tomate de arbol el contenido de polifenoles totales es
mayor en los que se les aplico el método de ultrasonido. En nuestros analisis se observa que el
orden de contenido de polifenoles es epicarpio, semillas y mesocarpio en ambas variedades es
predominante y la variedad roja en especial el epicarpio es la que resalta estos resultados, los
cuales se ven afirmados por los hallazgos realizados por Orqueda et al. (2020) el cual registro
en cascara de tomate de arbol rojo 408,9 mg de GAE/100 g.

4.2.3 Determinacion de capacidad antioxidante (DPPH)

Los anélisis de capacidad antioxidante realizados a los extractos obtenidos por
ultrasonido y método convencional de las tres partes de dos variedades de tomate de arbol
registraron datos importantes, se analizd el IC50 el cual es un indicador de la concentracion
que contiene el extracto para poder neutralizar el 50% del radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazil
(DPPH). Nuestros datos mostraron que ambas variedades presentan muy buena capacidad
antioxidante, los extractos de la variedad roja obtenidos con método convencional son los que
presentaron mayor capacidad antioxidante al presentar menor IC50, segun Loizzo et al. (2019)
reportd datos de IC50 para cascara 0,0747+3,5 mg/mL, pulpa 0,1413+5,5 mg/mL y semillas
0,0579+1,5 mg/mL, se observa en estos hallazgos que las semillas registraron mayor capacidad
antioxidante (IC50) en comparacion con cascara, pulpa y semillas; nuestros resultados difieren
con los reportados, ya que el epicarpio (variedad anaranjada) es la que presentd mayor
capacidad antioxidante (0,07+0,031 mg/mL)(IC50) en comparacion con la semilla (0,25+

0,006 mg/mL)(IC50) .
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Los resultados de capacidad antioxidante determinaron que los extractos obtenidos por
el método convencional mostraron mejora capacidad antioxidante al presentar menor valor de
IC50, la literatura menciona que las frecuencias ultrasonicas a partir de 20 kHz ayuda en la
extraccion de compuestos bioactivos debido al efecto de degradacion interna de las paredes
celulares del producto en cuestion, esto no generaria degradacion en los componentes de la
fruta teniendo en cuenta que la temperatura interna que se genera durante el ultrasonido no
exceda los 70 °C (Lieu y Le, 2010), posiblemente estos resultados de menor capacidad
antioxidante en los extractos de ultrasonido se deban a la degradacion propia de los compuestos
producto de las temperaturas internas que se generaron al realizar los extractos posiblemente
superiores a 70 °C. Segln los estudios de Lieu y Le (2010) se encontré que a mayores
temperaturas de zonificacion se deben realizar menos tiempos de ultrasonido.

4.2.4 Analisis de perfil fendlico

Los resultados de analisis de perfil fenolico evidenciaron que el tomate de arbol
contiene componentes de importancia, los cuales se vieron reflejados en la capacidad
antioxidante y polifenoles totales. Los resultados de perfil fendlico se expresaron en partes por
millén (ppm) de los componentes principales encontrados de los extractos obtenidos con
método de ultrasonido y convencional de epicarpio, mesocarpio y semilla de las dos variedades
de tomate de arbol.

Se ha registrado muy buena concentracion de oleupeurina (oleuropeina) el cual no se
ha registrado en la literatura del tomate de arbol, pero si se ha registrado en frutos de aceituna
(Gomez-Cruz et al., 2021), este seria de las primeras investigaciones que reporta este
compuesto el cual presenta propiedades fuertes de actividad antioxidante, en particular como
eliminador de radicales libres (Cicerale et al., 2012), la oleuropeina se ha encontrado en el
epicarpio (mayor concentracién), mesocarpio y semillas obtenido por ambos métodos de

obtencion de extractos; asi mismo se ha registrado catequina (también en mayor proporcion),
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rutina y epicatequina en ambas variedades de tomate de arbol de los extractos obtenidos por el
método convencional y ultrasonido, estos hallazgos se afirman mas con estudios realizado por
Diep et al. (2020), los cuales reportaron otros compuestos por primera vez tales como rutina,
catequina, epicatequina.

Asi mismo, se ha registrado procianidina A2 y B2 los cuales son taninos condensados,
compuestos biofuncionales ya que contienen propiedades antiinflamatorias, antimicrobianas y
antivirales asi como efectos positivos en trastornos gastrointestinales (da Silva et al., 2014);
estos compuestos se han registrado en ambas variedades de tomate de arbol, con mayor
proporcion en la semilla de la variedad roja tanto por el método convencional (0,693 ppm)
como el método por ultrasonido (0,556 ppm), estudios realizados por Orqueda et al. (2020)
evidencian concentraciones importantes de taninos condensados en semillas de tomate de arbol
265,0 = 3,5 (mg de procianidina B2). Estos hallazgos son de mucha importancia ya que
constituyen uno de los primeros trabajos que evidencian la presencia importante de
procianidina B2.

4.2.5 Determinacion de halo de inhibicion

Los andlisis de halo inhibicion se realizaron in vitro para determinar la actividad
antibacteriana frente a bacterias de E. coli y S. aureus, las bacterias no mostraron elevada
sensibilidad a los diferentes extractos de tomate de arbol, sin embargo la bacteria S. aureus
presento sensibilidad frente a los extractos de epicarpio y semillas obtenidos por el método de
ultrasonido (didmetro entre 9 y 14 mm), Santos y de Aquino Santana (2019) report6é que la
cascara de tomate de arbol registrd efectividad minima frente a bacterias de E. coliy S. aureus,
dichos extractos se obtuvieron con etanol al 70 y 80 % obteniendo didmetros de 12 y 13,5 mm
respectivamente, lo cual se relaciona con esta investigacion donde en el método de ultrasonido

se uso etanol como solvente al 50%.
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Diep et al. (2021) realizaron evaluacion de halo de inhibicidén con extractos usando
solventes como agua y metanol reportando halos de inhibicion de 24,13 mm y 20,13 mm
respectivamente, asi mismo reportaron mayor capacidad de inhibicion de la cascara de tomate
de arbol frente a S. aureus lo cual concuerda con nuestra investigacion en la que el epicarpio y
semillas mostraron mayor halo de inhibicion. Se observa que se tiene mayor efecto en las
bacterias Gram positivas (S. aureus) que en las bacterias Gram negativas (E. coli), esto podria
atribuirse a las diferentes estructuras que mantienen estas células, ya que S. aureus contiene
una mayor capa de peptidoglucano que la E. coli (Pasachova et al., 2019; Rodriguez-Angeles,
2002).

A pesar de que la bacteria E. coli tiene una pared mas débil esta ha mostrado no tener
sensibilidad a los extractos analizados. Los compuestos de perfil fenolico analizados generan
un efecto inhibitorio importante; estudios reportan que la oleuropeina (estructura orto-difenol)
es un fuerte inhibidor de E. coli y S. aureus, generando destruccion de las membranas celulares
y el peptidoglicano (Esfandiary et al., 2024). En esta investigacion se registré una buena
concentracion de oleuropeina y se observo que tendria influencia en los resultados observados
de halo de inhibicion del tomate de arbol, ya que se ha registrado en ambas variedades
estudiadas.

Por lo tanto, estudios demuestran que la catequina, la cual se ha registrado en esta
investigacion, presenta buenas propiedades de actividad bactericida contra bacterias de E. coli
(Jubair et al., 2022).

4.2.6 Analisis de concentracion minima inhibitoria y minima bactericida

Se realizé el andlisis de concentracion minima inhibitoria (MIC) y concentracion
minima bactericida (MBC) frente a bacterias de E. coli y S. aureus de los extractos obtenidos
por el método de ultrasonido y convencional del epicarpio, mesocarpio y semillas de las dos

variedades de tomate de arbol. Los resultados muestran que para la bacteria E. coli se observo
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menor MIC en los extractos de mesocarpio 12,195 mg/mL, y también presentaron un MBC de
24,39 mg/mL en ambas variedades.

Asimismo, los extractos de la semilla presentaron MBC y MIC de 24,39 mg/mL. Estos
datos resaltan el potencial antibacteriano que tiene el tomate de arbol, estudios realizados por
Santos y de Aquino Santana (2019) encontraron buena actividad antimicrobiana reportando
MIC de 0,39 mg/mL y MBC de >200 mg/mL frente a E. coli en cascaras de tomate de arbol
(etanol al 80%). En relacion con nuestros hallazgos, hemos reportado menor MBC, lo que
podria deberse a los componentes fendlicos extraidos, ya que se han aplicado metodologias de
ultrasonido (con etanol 50%) y convencional (con metanol al 60%) que permiten la extraccion
de dichos compuestos. Los efectos antibacterianos encontrados son debido a los efectos polares
que generan la intervencion de solventes como etanol y metanol los cuales son los que
mayormente se usa para la extraccion de compuestos antibacterianos (Karaman et al., 2003).
Estudios reportados en andlisis de inhibiciéon microbiana de extractos de moringa usando
diferentes solventes como etanol, metanol y agua encontraron que usando como solvente el
agua se obtiene menores halos de inhibicion a diferencia de solventes polares como el etanol y
metanol (Seleshe y Kang, 2019), estos resultados se deben al efecto inhibitorio propio de los
extractos en estudio ya que justamente la interaccion de estos compuestos con las partes de la
fruta estudiada permiten mayor extraccion de compuestos fendlicos conllevando a mejores

resultados de capacidad antimicrobiana.
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CAPITULO 5.CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
5.1 Conclusiones

La evaluacion de caracterizacion fisicoquimica determind que el tomate de arbol son
frutos acidos en la que se registro que la variedad anaranjada (3,44) es ligeramente mas acida
que la variedad roja (3,77) y la obtencion de extractos por los métodos de ultrasonido y método
convencional, permitié la evaluacion de estos frente a bacterias patdgenas de importancia
alimentaria (patdégenos) aplicando metodologias de interés actual como MIC, MBC y halo de
inhibicion.

Los andlisis de polifenoles totales con el método de Folin-Ciocalteu de los extractos de
las dos variedades de Solanum Betaceum Cav., demostraron que en el epicarpio de la variedad
roja se registrd6 mayor contenido de polifenoles (23,17 mg GAE/g) en relacion con las otras
partes del tomate de arbol, en donde la aplicacion de metodologia de ultrasonido genera efectos
fisicos en la ruptura de la pared celular y mayor extraccion de los componentes bioactivos.

La determinacion de la capacidad antioxidante con el método del radical DPPH (IC50)
de los extractos de las dos variedades de Solanum betaceum Cav. Se encontré que el fruto
presenta buena capacidad antioxidante con respecto a la neutralizacion del 50% del radical 1,1-
difenil-2-picrilhidrazil, en donde el epicarpio de la variedad roja registr6 mayor capacidad
antioxidante (0,07 mg/mL) que otras partes del fruto. Asimismo, la aplicacion de metodologia
convencional para la obtencion de extractos generd mejores resultados de capacidad
antioxidante.

La determinacion del perfil polifendlico con el método de HPLC de los extractos de las
dos variedades de Solanum betaceum Cav. Permitié registrar compuestos no mencionados
anteriormente en la literatura, como la oleuropeina, la cual es un compuesto mayoritario en

frutos de aceite de oliva. Este compuesto presenta buenas propiedades antioxidantes y
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antimicrobianas. Entre los otros compuestos de importancia, también destacan las catequinas,
epicatequinas y procianidina A2 y B2.

La realizacion de analisis de capacidad antimicrobiana con ensayos de difusion en disco
de los extractos de las dos variedades de Solanum betaceum Cav. frente a E. coli y S. aureus
determinaron que los extractos del tomate presentan buena capacidad antimicrobiana frente a
S. aureus con halos de inhibicion de 9 y 14 mm.

Los analisis de concentracion minima inhibitoria (MIC) y concentracion minima
bactericida (MBC) de los extractos de las dos variedades de Solanum betaceum Cav. frente a
E. coliy S. aureus. Mostraron que el mesocarpio presentd menor CMI (12,195 mg/mL) y MBC
(24,39 mg/mL); estos datos revelan el potencial antibacteriano que tiene el tomate de arbol.
5.2 Recomendaciones

Se recomienda realizar andlisis de influencia de la temperatura en la obtencion de
compuestos bioactivos de extractos de tomate de arbol con metodologia de ultrasonido, ya que
esta podria influir en la mejor obtencion o en la pérdida de algunos compuestos producto de
las elevadas temperaturas (>60 °C) a las que puede llegar dicho método de extraccion.

Se recomienda realizar estudios de rendimiento de obtencion de compuestos fendlicos
aplicando diferentes solventes, como el agua, etanol, metanol y acetona.

Se recomienda realizar los andlisis de capacidad antimicrobiana con otras bacterias
patogenas; en este grupo se consideraron dos grupos importantes: una Gram-positiva y otra
Gram-negativa. Seria importante considerar otras bacterias para evaluar los extractos de tomate

de arbol con diferentes bacterias.
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CAPITULO 7. ANEXOS

ANEXO 1. Registro fotografico de la investigacion

Figura 10
Area de plantaciones de dos variedades de frutos de tomate de darbol
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Figura 11
Recoleccion y traslado de las frutas de tomate de arbol para andlisis
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Figura 12
Fraccionamiento de las tres partes de tomate de darbol (epicarpio, mesocarpio
y semillas)

Figura 13
Analisis de caracterizacion fisicoquimica de frutas de tomate de arbol

1 TRy

s ‘:‘i\

G




75

Figura 15
Secado, pulverizado y tamizado de las tres areas del tomate de arbol

Figura 14
Obtencion de extractos con ultrasonido y método convencional
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Figura 16
Analisis de capacidad antioxidante de los extractos de tomate de arbol
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Figura 17
Analisis de polifenoles totales de los extractos de tomate de darbol
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Figura 19
Adecuacion de extractos para analisis HPLC de perfil fendlico

Figura 18
Analisis microbiologico de halo de inhibicion de los extractos de tomate de arbol




Figura 20
Analisis microbiologicos de MIC y MBC de los extractos de tomate de darbol
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ANEXO 2. Curva estandar de acido galico

Figura 21

Curva de calibracion para los andlisis de polifenoles totales
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ANEXO 2. Resultado de analisis de datos
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Tabla 8
Analisis ANOVA de DPPH - IC 50
Suma de c‘:‘:;?:o
Fuente de variacion Df cuadrados F value Pr(>F) Signif.
(Sum Sq) (Mean
Sq)
Variedad 1 0.674 0.674 34.672 4.49E-06 ***
Parte 2 12.248 6.124 315 <2e-16  *¥**
Método de extraccidn 1 3.511 3.511 180.623 1.16E-12 ***
Variedad x Parte 2 0.155 0.078 3.989 0.03193 *
Variedad x Método de 1 0015 0015 0766 0.39015

extraccion



Parte x Método de
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., 2 0.299 0.149 7.677 0.00265 **
extraccion
Variedad x Parte x Método 2 0014 0007 0356 07043
extraccion
Residuals 24 0.467 0.019
Tabla 9
Andlisis tukey de DPPH - ICsg
Variedad Media £ DE Letras
Anaranjada 1.10+0.74 a
Roja 0.83 £ 0.66 b
Parte Media £ DE Letras
Céscara 0.29+0.21 a
Pulpa 1.71+£0.39 b
Semilla 0.88 +0.52 C
Metodt.)’de Media £ DE Letras
Extracion

Convencional 0.65 *0.58 a

Ultrasonido 1.27 £ 0.69 b

Tabla 10

Resultados de analisis de DPPH - ICsy de los extractos de tomate de arbol

Variedad Parte Método. f’e Media * DE (IC50)
extraccion
Anaranjada Cascara Convencional  0.122 £0.032
Anaranjada Cascara Ultrasonido 0.559 + 0.017
Anaranjada Pulpa Convencional  1.496 £ 0.125
Anaranjada Pulpa Ultrasonido 2.228 +£0.123
Anaranjada Semilla Convencional  0.679 £ 0.070
Anaranjada Semilla Ultrasonido 1.506 £ 0.377
Roja Cascara Convencional  0.066 £ 0.031
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Roja Cascara Ultrasonido 0.412 +0.012
Roja Pulpa Convencional  1.281 +£0.024
Roja Pulpa Ultrasonido 1.842 +0.163
Roja Semilla Convencional  0.251 + 0.006
Roja Semilla Ultrasonido 1.096 £ 0.162
Tabla 11
Analisis ANOVA de polifenoles totales
Sumade Mediade Sienificanci
Factor Df Cuadrado Cuadrado F-value p-valor 8 a
s s
Variedad 1 84.8 84.8 166.845 2.68E-12 ***
Parte 2 1427.6 713.8 1404'7; <2e-16  ***
Método de extraccidn 1 9.8 9.8 19.274 0'00012 *Ex
Variedad:Parte 2 434 21.7 42.671 1.25E-08 ***
Variedad:Método de extraccion 1 5.6 5.6 10.99 0'00292 ok
Parte:Método de extraccidon 2 2.2 1.1 2.146 0'13882
Varleda.cllzParte:Metodo de 5 51 25 4.996 0.01535
extraccion 2
Residuals i 12.2 0.5
Tabla 12
Analisis tukey de polifenoles totales
. . Limite Limite
. s Diferencia . . . .
Variable Comparacion . inferior superior p-ajustada
(diff)
(lwr) (upr)
Variedad Roja - Anaranjada 3.069106 2.578714 3.559499 0
Pulpa - Cascara -14.862472 -15.589197 -14.135748 0
Parte Semilla - Céscara -11.00531 -11.732034 -10.278586 0
Semilla - Pulpa 3.857162 3.130438 4.583887 0
Método de  Ultrasonido - 1.043135 0.5527422  1.533527 0.0001958

Extraccion  Convencional




Tabla 13

Datos de polifenoles totales mds menos desviacion estandar

. Método de Media £ DE
Variedad Parte L. .
extraccion Polifenoles totales
Anaranjada Cascara Convencional  18.167+0.171
Anaranjada Cascara Ultrasonido 17.886+ 0.618
Anaranjada Pulpa Convencional  4.744+0.140
Anaranjada Pulpa Ultrasonido 4.808+0.491
Anaranjada Semilla Convencional  5.47210.044
Anaranjada Semilla Ultrasonido 6.455+0.698
Roja Cascara Convencional  19.758£0.735
Roja Cascara Ultrasonido 23.172+0.994
Roja Pulpa Convencional  4.639+0.284
Roja Pulpa Ultrasonido 5.343+0.186
Roja Semilla Convencional  10.831+0.274
Roja Semilla Ultrasonido 12.204+1.793
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Tabla 14
Resultados de perfil fenolico mas menos desviacion estandar
Varieda Part Método de CATEQUI ACIDO PROCIANIDI EPICATEQ VANILIN PROCIANIDI OLEUPEU RESVERA QUERCE
d e Extraccion NA CAFEICO NA B2 UINA A RUTINA NA A2 RINA TROL TINA

Anaranj Casc 48.362+ 0.194+0.0 1.681+0.02 0.533:0. 0.887+0 1.772+0.52 82513+ 0.388%+0. 0.351%0

ada ara  Convencional 0.891 03 7 036 0x0 .003 4 0.146 002 .031

Anaranj Casc 51.41+0. 0.249+0.0 1.356+0.01 0.527 0. 0.779+0 2.834+0.00 71.478 % 0.283+0

ada ara Ultrasonido 209 04 3 028 00 .002 4 0.255 0.328+0 .002

Anaranj Pulp 5.537+0. 0.102+0.0 1.443+0.00 0.154t0. 0.153+0 0.828+0.00 6.078+£0. 0.307+0. 0.273x0

ada a Convencional 103 1 4 003 00 .001 7 009 001 .029

Anaranj Pulp 5815+0. 1.183+0.1 0.585+0.46 0.151+0 0.184+0 2.701+2.46 5.709t0.

ada a Ultrasonido 525 19 3 00 .018 .05 8 515 00 00

Anaranj Semi 2.238+0. 0.286+0.0 0.693+0.00 0.185t0. 0.077 0 1.537t0. 0.27 £ 0.

ada lla Convencional 147 03 6 017 00 .001 0.36£0.003 025 00 003

Anaranj Semi 0.265+0.0 0.556+0.01 0.139t0. 1.195t0.

ada lla Ultrasonido 00 04 2 006 00 0.059+0 0tO0 038 00 00
Casc 90.738+ 0.641+0.0 1.442+0.00 0.42+0.0 0.718+0 64.243+ 0.331+0. 0.266+0

Roja ara  Convencional 1.308 07 3 5 0.141+0 .001 7.305+0.16 0.976 031 .008
Casc 72.075+ 0.252+0.0 0.32+0.0 0.13%0. 3476 +£0.01 88.463+ 0.339+0. 0.259*0

Roja ara Ultrasonido 1.987 2 0.861+£0.01 19 005 0.411+0 1 0.578 041 .001
Pulp 6.693+0. 0.117+0.0 1.545+0.01 0.119t0. 0.431+0.17 7.477 0. 0.311+0

Roja a Convencional 059 04 9 013 00 0.142+0 7 041 00 .006
Pulp 6.643+0. 0.12+0.00 1.218+0.01 0.1250 6.737 £ 0.

Roja a Ultrasonido 113 3 3 00 00 .001 0x0 109 00 00
Semi 7.314+0. 0.235+0.0 1.667 £0.00 0.103+0 0.069+0 3.599+0.00 1.261t0.

Roja lla Convencional 079 04 2 00 .001 .001 4 004 00 00
Semi 0.217£0.0 0.954 +£0.05 0.094 0 0.965 £ 0.

Roja lla Ultrasonido 0x0 04 9 00 .001 0.047+0 19390 024 00 00




Tabla 15
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Resultados de Halo de inhibicion de los extractos de tomate de arbol frente a S. aureus

Halo de inhibicion

Variedad Parte Método de extraccion  Repeticion Bacteria (mm)

Anaranjada Cascara Ultrasonido A1R1 S. aureus 5
Anaranjada Cascara Ultrasonido A1R2 S. aureus 9.1
Anaranjada Cdascara Ultrasonido A1R3 S. aureus 5
Anaranjada Pulpa Ultrasonido A2R1 S. aureus 8.4
Anaranjada Pulpa Ultrasonido A2R2 S. aureus 8.3
Anaranjada Pulpa Ultrasonido A2R3 S. aureus 8.4
Anaranjada Semilla Ultrasonido A3R1 S. aureus 5
Anaranjada Semilla Ultrasonido A3R2 S. aureus 9.1
Anaranjada Semilla Ultrasonido A3R3 S. aureus 9.15
Anaranjada Cdascara Convencional Al1R1 S. aureus 8
Anaranjada Cascara Convencional A1R2 S. aureus 8.4
Anaranjada Cascara Convencional A1R3 S. aureus 8.6
Anaranjada Pulpa Convencional A2R1 S. aureus 8.1
Anaranjada Pulpa Convencional A2R2 S. aureus 8.15
Anaranjada Pulpa Convencional A2R3 S. aureus 8.2
Anaranjada Semilla Convencional A3R1 S. aureus 8.5
Anaranjada Semilla Convencional A3R2 S. aureus 8.55
Anaranjada Semilla Convencional A3R3 S. aureus 8.5
Roja Céscara Ultrasonido B1R1 S. aureus 10
Roja Céscara Ultrasonido B1R2 S. aureus 10.4
Roja Cascara Ultrasonido B1R3 S. aureus 10.3
Roja Pulpa Ultrasonido B2R1 S. aureus 9
Roja Pulpa Ultrasonido B2R2 S. aureus 9.1
Roja Pulpa Ultrasonido B2R3 S. aureus 9.15
Roja Semilla Ultrasonido B3R1 S. aureus 10.4
Roja Semilla Ultrasonido B3R2 S. aureus 10.45
Roja Semilla Ultrasonido B3R3 S. aureus 10.4
Roja Cascara Convencional B1R1 S. aureus 9
Roja Cascara Convencional B1R2 S. aureus 9.1
Roja Cascara Convencional B1R3 S. aureus 91
Roja Pulpa Convencional B2R1 S. aureus 9.1
Roja Pulpa Convencional B2R2 S. aureus 9
Roja Pulpa Convencional B2R3 S. aureus 9
Roja Semilla Convencional B3R1 S. aureus 8
Roja Semilla Convencional B3R2 S. aureus 8.5
Roja Semilla Convencional B3R3 S. aureus 8




Tabla 16

Resultados de halo de inhibicion de los extractos de tomate de arbol frente a E. coli
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Variedad Parte Método de extraccion  Repeticion Bacteria Halo de inhibicién

Anaranjada Cdascara Ultrasonido A1R1 E. coli 7.2
Anaranjada Cdascara Ultrasonido A1R2 E. coli 7.4
Anaranjada Cdascara Ultrasonido A1R3 E. coli 7.3
Anaranjada Pulpa Ultrasonido A2R1 E. coli 7
Anaranjada Pulpa Ultrasonido A2R2 E. coli 7.5
Anaranjada Pulpa Ultrasonido A2R3 E. coli 7
Anaranjada Semilla Ultrasonido A3R1 E. coli 7.6
Anaranjada Semilla Ultrasonido A3R2 E. coli 7.6
Anaranjada Semilla Ultrasonido A3R3 E. coli 7.5
Anaranjada Cascara Convencional Al1R1 E. coli 6
Anaranjada Cdascara Convencional A1R2 E. coli 6.5
Anaranjada Cascara Convencional A1R3 E. coli 6
Anaranjada Pulpa Convencional A2R1 E. coli 6.7
Anaranjada Pulpa Convencional A2R2 E. coli 6.8
Anaranjada Pulpa Convencional A2R3 E. coli 6.9
Anaranjada Semilla Convencional A3R1 E. coli 6
Anaranjada Semilla Convencional A3R2 E. coli 6.5
Anaranjada Semilla Convencional A3R3 E. coli 6.5
Roja Cascara Ultrasonido B1R1 E. coli 7.75
Roja Cascara Ultrasonido B1R2 E. coli 7.3
Roja Cascara Ultrasonido B1R3 E. coli 7.2
Roja Pulpa Ultrasonido B2R1 E. coli 6.55
Roja Pulpa Ultrasonido B2R2 E. coli 6.45
Roja Pulpa Ultrasonido B2R3 E. coli 6.5
Roja Semilla Ultrasonido B3R1 E. coli 7.4
Roja Semilla Ultrasonido B3R2 E. coli 7.5
Roja Semilla Ultrasonido B3R3 E. coli 7.45
Roja Cascara Convencional B1R1 E. coli 6
Roja Cascara Convencional B1R2 E. coli 6.5
Roja Cascara Convencional B1R3 E. coli 6
Roja Pulpa Convencional B2R1 E. coli 6.3
Roja Pulpa Convencional B2R2 E. coli 6.2
Roja Pulpa Convencional B2R3 E. coli 6.25
Roja Semilla Convencional B3R1 E. coli 6.1
Roja Semilla Convencional B3R2 E. coli 6.15
Roja Semilla Convencional B3R3 E. coli 6




