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RESUMEN

Introduccion: En Ecuador se han observado 60 especies pertenecientes a la
familia de las begonias, siendo conocidas principalmente por su uso ornamental.
Sin embargo, no existe mucha informacién sobre su uso como alimento y las
propiedades nutraceuticas presentes en su flor.
Objetivo: Determinar la actividad antioxidante y antiinflamatoria en la flor de

Begonia x semperflorens-cultorum, su concentrado proteico y sus digeridos
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gastrointestinales.

Métodos: Las flores fueron adquiridas frescas, se liofilizaron y molieron. Se
obtuvieron concentrados proteicos mediante precipitacion isoeléctrica, se
sometieron a digestion gastrointestinal in vitro y se determiné su actividad
antioxidante y antiinflamatoria. Se determinaron diferencias significativas
mediante ANOVA y prueba de comparacion mdultiple de Tukey.
Resultados: Las proteinas de Begonia x semperflorens-cultorum se digirieron
completamente, se obtuvo una mayor actividad antioxidante (1146.09+32.11
pumol Trolox/g) en el diferido intestinal y una mayor actividad antiinflamatoria en
el digerido gastrico.
Conclusiones: El proceso de digestion influye significativamente en la actividad
antioxidante y antiinflamatoria de los concentrados proteicos de la flor de begonia
doublet, mejorando estas bioactividades.

Palabras clave: Begonia x semperflorens-cultorum; bioactividad; digestibilidad,;

concentrados proteicos.

ABSTRACT

Introduction: In Ecuador, 60 species belonging to the begonias family have been
observed, being known mainly for their ornamental use. However, there is not
much information about its use as food and the nutraceutical properties present
in its flower.
Objective: Determine antioxidant and anti-inflammatory activity in Begonia x
semperflorens-cultorum flower, protein concentrate and gastrointestinal digests.
Methods: Flowers were purchased fresh, freeze-dried and ground. Protein
concentrates were obtained by isoelectric precipitation, subjected to in vitro
gastrointestinal digestion and their antioxidant and anti-inflammatory activity was
determined. Significant differences were determined by ANOVA and Tukey's test.
Results: Begonia x semperflorens-cultorum proteins were completely digested,

obtaining a higher antioxidant activity (1146.09+32.11 pmol Trolox/g) in the
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intestinal digest and a higher anti-inflammatory activity in the gastric digest.
Conclusions: Digestion process significantly influences the antioxidant and anti-
inflammatory activity of protein concentrates of begonia doublet flower,
improving these bioactivities.

Keywords: Begonia x semperflorens-cultorum, bioactivity, digestibility, protein

concentrates

Recibido: 31/01/2022
Aceptado: 27/08/2024

Introduccion

La familia de las begonias, popular principalmente como planta ornamental, se
encuentra ampliamente distribuida en las zonas tropicales y subtropicales,
concentrandose su mayor diversidad en el norte de Sudamérica, en Ecuador 29 de
las 60 especies que se han encontrado son endémicas y se encuentran
amenazadas("). Estas especies tienen pocas poblaciones en su hébitat debido a
que son reemplazadas por cultivos. El conocimiento de las propiedades
nutraceuticas y bioactividades fomentaria el cultivo y domesticacion de estas
especies ayudando a su conservacion.

En Ecuador las flores comestibles son escasamente utilizadas en la gastronomia,
formando parte principalmente de la comida gourmet, pero es importante
destacar e incentivar el uso de flores comestibles por su alto contenido de
compuestos fitoquimicos y propiedades bioldgicas beneficiosas, como se ha
reportado en varios estudios.@%

Las flores comestibles también presentan compuestos bioactivos, como los
polifenoles, antocianinas, flavonoides, etc. y dependiendo de la especie y sus
caracteristicas puede variar su contenido y su potencial bioactivo, encontrandose
mayor contenido de estos compuestos en las flores con colores mas intensos,

como el rojo en comparacion con el color blanco.®
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A pesar de existir numerosos estudios que reportan el potencial de la actividad
antioxidante de flores comestibles®72 no existe mucha informacién sobre
actividad antioxidante y antiinflamatoria determinadas en concentrados
proteicos y sus digeridos gastrointestinales. La digestiéon de proteinas tiene un
efecto importante en el aumento de la actividad antioxidante al liberar péptidos
que presentan esta bioactividad.®

Por esto, el objetivo de este estudio fue determinar la actividad antioxidante y
antiinflamatoria en la flor de Begonia x semperflorens-cultorum, antes y después de

la digestion gastrointestinal y en su concentrado proteico.

Métodos

Material vegetal

Las flores rojas de Begonia x semperflorens-cultorum fueron adquiridas frescas, en
Quito en la empresa Florestibles, empresa dedicada a la comercializacién de
flores organicas para uso gastrondmico en julio del 2021. Las flores fueron
liofilizadas en un liofilizador Christ Alpha 1-4 LSCbasic y pulverizadas en un
molino Retsch con un tamano de particula de 0.2 mm.
Concentrado de proteinas

Para la concentracion de proteinas se utilizé el método de precipitacion
isoeléctrica de acuerdo con Martinez et al.® con pequefias modificaciones. A la
muestra liofilizada se le anadi6 agua ultrapura en una proporcion 1:10,
peso/volumen y se ajustd y se mantuvo el pH en 8.0 durante 30 minutos. Esta
mezcla se centrifugéd durante 20 minutos a 5000 rpm y se recolect6 el
sobrenadante, que posteriormente se ajusté a pH 4.0 y se centrifugé a 5000 rpm
por 20 minutos. El precipitado se liofilizé y se almacené a -80 °C para posteriores

analisis. El contenido de proteina se determiné mediante el método Dumas.

Digestibilidad in vitro
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La digestibilidad se realiz6 mediante el método de Minekus et al. (9, para la fase
oral, 5 gramos de muestra de concentrado proteico de Begonia x semperflorens-
cultorum se mezclé con 3.5 mL de fluido salival simulado (FSS), a esta mezcla se
le anadié 0.5 mL de solucién de a-amilasa de 1500 U/mL (a-amilasa de saliva
humana, tipo XIII-A, liofilizada, 300-1500 unidades/mg proteina, Sigma Aldrich), se
dejoé reaccionar durante 2 minutos en agitacion.

En la fase gastrica, el producto de la fase anterior se mezclé con 7.5 mL de fluido
gastrico simulado (FGS), 1.6 mL de pepsina porcina de 25000 U/mL (pepsina de
mucosa gastrica porcina 3200—-4500 U/mg proteina, Sigma Aldrich), se dejé
reaccionar durante 2 horas a pH 3.0 en agitaciéon constante.

En la fase intestinal, el producto de la fase anterior se mezclé con 11 mL de fluido
intestinal simulado (FIS), 5 mL de pancreatina de 800 U/mL (pancreatina de
pancreas porcino, Sigma Aldrich), 2.5 mL de bilis 160 mM (Extracto de bilis
porcina, Sigma Aldrich). Se dejé reaccionar durante 2 horas a pH 7.0. Las
reacciones se llevaron a cabo a 37 °C y se detuvieron por calentamiento a 80 °C

por 5 minutos.

Caracterizacion de concentrado proteico y digeridos mediante
electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio

(SDS-PAGE)

La SDS-PAGE se realizé con gel de apilamiento de 4 % de poliacrilamida y gel de
resolucion de 12 % de poliacrilamida en un equipo Mini-PROTEAN Tetra System
Bio-Rad. Los geles se tineron con azul de Coomassie G-250 durante toda la noche
y destenidos durante 4 horas con solucién de metanol y acido acético. Las
fotografias de los geles se obtuvieron con un fotodocumentador GelTower de
Analytik Jena y los pesos moleculares relativos se calcularon con el software
VisionWorks 8.20, comparando con el estandar de proteinas Precision Plus

Protein Dual Xtra Standards de Bio-Rad.

Actividad antioxidante mediante el método ABTS
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Se realizaron extractos de la flor liofilizada, el concentrado proteico y sus
digeridos. A 300 mg de muestra se anadieron 5 mL de metanol al 70 % y se agito
durante 10 minutos, se introdujeron las muestras en un bano ultrasénico por 10
minutos y finalmente se centrifugaron a 5000 rpm durante 10 minutos. Se separé
el sobrenadante en balones de aforo ambar de 25 mL. Este procedimiento se
repitio 5 veces.

En tubos eppendorf de 2 mL se colocaron 100 pL de los extractos y se anadié 1900
puL de solucién de ABTS (compuesta de ABTS 7 mM y K3S20g 2.45 Mm, en
proporcién 1:1). Se agitaron los tubos en un vortex y se dejaron reposar por 45
minutos. Se midié la absorbancia a una longitud de onda de 734 nm. Para la
determinacion de las concentraciones se realizé una curva de calibraciéon con
Trolox en concentraciones de 200 pmol a 600 pmol. La curva obtenida fue

(y=0.0012x + 0.3141, R?= 0.998).

Actividad antiinflamatoria mediante el método de estabilizacion

de membrana

Se determiné la actividad antiinflamatoria mediante el método descrito por
Bouhlali et al."") Se recolecté sangre humana de personas sanas que no hayan
ingerido antiinflamatorios durante 15 dias previos a la toma de la muestra, esta
sangre se mezcldé con solucién de Alsever en proporcion 1:1, posteriormente se
centrifugd y se recolecté el sedimento, se lavo con solucion isosalina y se
reconstituyo.

Para la reacciéon se mezcldé 1 mL de tampén fosfato, T mL de extractos
previamente preparados, 0.5 ml de solucion de sangre reconstituida con solucion
isosalina, 2 mL de soluciéon hipoténica. Esta mezcla se incubé a 37 °C por 30
minutos y finalmente centrifugadas a 10000 rpm durante 10 minutos. Se
determiné la absorbancia de las muestras a 560 nm en un espectrofotémetro
NanoDrop de Thermo Fisher Scientific.

El calculo del porcentaje de proteccion se realizé mediante la férmula:
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Abs muestra

% PP =100 — 100

Abs control *

Analisis estadistico
Los resultados se expresan como el promedio de 3 determinaciones y su
desviacion estandar. Se evalué si existen diferencias significativas mediante un
analisis de varianza de un factor y la prueba de Tukey en el programa Statgraphics
Centurion XVI. Las diferencias significativas se representaron con letras

diferentes.

Resultados

Caracterizacion de concentrado proteico y digeridos mediante
electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio

(SDS-PAGE)

El perfil de proteinas fue analizado mediante SDS-PAGE, que se muestra en la
figura 1, en la columna A se muestran las proteinas encontradas en la flor
liofilizada y molida, 4 bandas principales con pesos moleculares de 25.83 kDa,
29.76 kDa, 41.71 kDa y 56.94 kDa fueron encontradas.

En la columna B se muestran las proteinas encontradas en el concentrado
proteico de la flor, se encontraron 5 bandas principales con pesos moleculares de
25.83 kDa, 29.76 kDa, 41.71 kDa, 49.31 kDa y 56.94 kDa.

En la columna C se muestran las proteinas del concentrado proteico de la flor
digerido en la fase oral y se observan las mismas proteinas encontradas en el
concentrado proteico.

Las columnas Dy E corresponden a los concentrados digeridos en la fase gastrica

e intestinal, respectivamente.
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PM [kDa] A B C D E

Fig. 1- Andlisis de proteinas de Begonia x semperflorens-cultorum mediante SDS-PAGE.
(A) Flor liofilizada; (B) Concentrado proteico; (C) Concentrado proteico digerido
en la fase oral; (D) Concentrado proteico digerido gastrico; (E) Concentrado proteico

digerido duodenal.

Actividad antioxidante mediante el método ABTS
La tabla 1 muestra los valores obtenidos para la actividad antioxidante por el
método ABTS, los resultados obtenidos se encuentran entre 812.03 pmol Trolox/g
y 1146.09 pmol Trolox/g, encontrandose diferencias estadisticamente

significativas entre las muestras evaluadas.

Tabla 1- Actividad antioxidante ABTS (umol Trolox/g)

Muestra pmol Trolox /g
Flor 812.03+48.812
Concentrado proteico 1068.21+3.35P
Digerido, fase gastrica 1047.28+3.35P
Digerido, fase intestinal 1146.094+32.11¢
(@) er-ic 8
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Los resultados estan expresados como la media de tres determinaciones
+ su desviacidn estandar y analizados mediante ANOVA de un factory la
prueba de Tukey (p < 0.05). Las diferencias estadisticas se indican con

letras diferentes.

Actividad antiinflamatoria mediante el método de estabilizacion

de membrana

Se muestran los resultados de la actividad antiinflamatoria en la tabla 2, los
valores del porcentaje de proteccion de la membrana de las muestras se
encuentran entre 30.22 % y 80.22 % y del diclofenaco, como antiinflamatorio de
comparacion, de 92.81 %. Se encontraron diferencias estadisticamente

significativas entre las muestras y el diclofenaco.

Tabla 2- Actividad antiinflamatoria

Muestra % de proteccion
Flor 0

Concentrado proteico 0

Digerido, fase géstrica 80.82+0.33°
Digerido, fase intestinal 30.2240.192
Diclofenaco 92.81+0.00°

Los resultados estan expresados como la media de tres determinaciones * su
desviacién estandar y analizados mediante ANOVA de un factor y la prueba de

Tukey (p < 0.05). Las diferencias estadisticas se indican con letras diferentes.

Discusion
El analisis en el equipo Dumas mostré un contenido de proteina del 10.51 + 0.05
% para la flor liofilizada y molida y de 20.29 + 0.07 % para el concentrado proteico.
Varios autores han reportado contenidos proteicos similares para otras flores
comestibles, 0.278 % en peso fresco para flores de Begonia boliviensis, 0,266 % en
peso fresco para flores de Rosa odorata,('? 13.6 % en peso seco para Calendula

officinalis, 7.2 % en peso seco para Chrysanthemum frutescens.(3)
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En cuanto a la concentracion de proteinas no se encontraron otros trabajos en los
que se haya realizado en flores.

En la figura 1, en la que se comparan los perfiles proteicos de la muestra en las
diferentes etapas del analisis realizado, se puede observar que, en la flor, el
concentradoy en la fase oral de la digestidn (columnas A, By C) se puede observar
el mismo perfil proteico, esto debido a que la digestion oral afecta principalmente
a los carbohidratos contenidos en el alimento y no a las proteinas. En las
columnas D y E, pertenecientes a la digestion gastrica y digestion en la fase
intestinal, se nota la ausencia de bandas proteicas demostrando asi, que la
digestion ha sido total, esto es importante debido a que el efecto antioxidante
presente en una matriz alimenticia se ve afectada por su digestion
gastrointestinal.('%

Se determind la actividad antioxidante mediante el método ABTS en la flor
liofilizada, el concentrado proteico, el digerido gastrico y el digerido duodenal y los
resultados se muestran en la tabla 1, se encontré6 un valor mas alto en el
concentrado proteico que en la flor liofilizada, y entre el concentrado proteico y el
digerido gastrico no hubo diferencia significativa. El valor mas alto registrado fue
de 1146.09 + 32.11 ymol Trolox/g en el digerido en la fase intestinal. En un estudio
realizado con 23 flores comestibles se mostré un incremento en la actividad
antioxidante en la fase duodenal con relacion a la muestra inicial en Perennial
chamomile, de 214.99 + 6.30 pmol Trolox/g a 460.28 + 11.15 pmol Trolox/g, los
valores de actividad antioxidante reportados en dicho estudio en la las muestras
iniciales van desde 46.46 + 1.69 pmol Trolox/g a 2078.34 + 23.08 pmol Trolox/g y
en los digeridos duodenales van desde 74.46 + 5.57 pmol Trolox/g a 1984.09 +
19.47 pmol Trolox/g,'® los valores obtenidos de la Begonia x semperflorens-
cultorum se encuentran entre estos rangos reportados por Chen et al. La alta
capacidad antioxidante puede deberse al alto contenido de polifenoles presente
en las flores rojas, en un estudio analizaron dos variedades de Begonia cucullata,

blanca y roja, y encuentran mayor cantidad de polifenoles en la variedad roja,®
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también, varios estudios reportados en un articulo de revision muestran una alta
correlacion entre capacidad antioxidante y el contenido de polifenoles totales.®
En la actividad antiinflamatoria se encontré un mayor porcentaje de proteccion de
la membrana en el digerido en la fase gastrica con un valor de 80.82 + 0.33 % que
en comparacion con el antiinflamatorio diclofenaco (92.81 %) no presentaron
diferencia significativamente, y el menor valor se encontré en el digerido en la fase
intestinal con 30.22 + 0.19 %. En un estudio realizado con variedades rojas y
blancas de Begonia cucullata atribuyen el efecto antiinflamatorio y antioxidante al
alto contenido de antocianinas y recalcan su importancia para la produccién de
alimentos funcionales con estas bioactividades.® En un estudio realizado con
pétalos de Rosa gallica y Chrysanthemum morifolium también se encontraron
efectos antiinflamatorios (19 y Janarny et al. atribuyen el efecto antiinflamatorio
atribuyen la actividad antiinflamatoria a flavonoides como la quercetina.(") Otros
andlisis de actividad antiinflamatoria de flores comestibles se han realizado en
ratas, administrando extractos metandlicos de Hibiscus sabdariffa en dosis de 500
mg/kg de peso corporal encontrando efectos antiinflamatorios.

Las flores de Begonia x semperflorens-cultorum se digieren completamente, la
actividad antioxidante resulta optimizada con la digestiéon en fase intestinal,
pudiendo atribuirse este efecto a la liberacion de péptidos bioactivos. En el caso
de la actividad antiinflamatoria, resulta beneficiada en gran medida por la
digestidn en fase gastrica, pero se ve disminuida en la fase intestinal, este efecto
puede deberse a la hidrdlisis total de los péptidos que podrian estar generando
esta bioactividad. Seria necesario realizar otras investigaciones obteniendo
fracciones de péptidos de diferentes pesos moleculares para verificar si se les
puede atribuir estas bioactividades.

Las flores comestibles, son partes de plantas que generalmente han sido
utilizadas como ornamentales y con menor frecuencia en el uso culinario. Pero en
la actualidad van en aumento los estudios que demuestran sus propiedades

nutraceuticas abriendo un campo investigativo en el area de las bioactividades
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(antioxidante, antiinflamatoria, anticancerigenos, antimicrobiana,
hepatoprotectora, neuroprotectora, entre otras). Las flores, al ser consideradas
alimento, abre muchas posibilidades de investigacion tomando en cuenta la gran
diversidad que aun no han sido estudiadas y seria optimo realizar investigaciones

en este campo para promover su uso.
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