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INFLUENCIA DE LAS TECNICAS CULINARIAS SOBRE EL CONTENIDO DE
POLIFENOLES Y CAPACIDAD ANTIOXIDANTE EN HORTALIZAS DE LA DIETA
MEDITERRANEA

RESUMEN

Los compuestos fendlicos constituyen poderosos antioxidantes de presencia exclusiva en
alimentos de origen vegetal. Al garantizar un aporte en la dieta complementan la actividad de las
defensas antioxidantes enddgenas, ayudando a la prevencion de enfermedades crénico-
degenerativas. El aceite de oliva virgen extra (AOVE) es un alimento basico de la dieta espafiola y
un aporte importante de fenoles cuya accion es esencial en los beneficios a la salud que
proporciona la Dieta Mediterrdnea. La patata, el tomate, la berenjena y la calabaza también son
alimentos de consumo frecuente, la primera destaca como fuente de carbohidratos complejos, y
el resto por su aporte de vitaminas, minerales y compuestos bioactivos no nutritivos. Las
técnicas culinarias a las que son sometidos los alimentos y el AOVE, previo a su consumo, causan
cambios en la retencidon de la capacidad antioxidante (CA) y en el contenido de fenoles (CF), que
no son considerados al hacer la eleccidn de la técnica culinaria.

El objetivo de este trabajo ha sido estudiar los cambios que ocurren en la CA (Método DPPH,
ABTS, FRAP y DMPD) y el CF (totales por el método de Folin Ciocalteau e individuales por HPLC)
en cuatro hortalizas crudas de la Dieta Mediterranea (patata, berenjena, tomate y calabaza),
como resultado de la aplicacién de cuatro técnicas culinarias de uso frecuente en los hogares
(fritura, rehogado, coccidn en agua y coccidén en agua-aceite (AA)), también fueron estudiados
los cambios que ocurren en el AOVE y en el agua empleados durante los ensayos como medio de
transferencia de calor. Para la comparacion estadistica de los resultados se establecié un nivel
de probabilidad de 0,05 y, ademas, fueron aplicadas técnicas de analisis multivariado (Cluster
analysis y andlisis discriminante).

El método de cuantificacidn origind variaciones en la magnitud de la CA; sin embargo fueron los
métodos FRAP y DPPH los que mostraron las mejores correlaciones significativas (r=0,7036 y r =
0,7788, respectivamente) con el CF totales y con el de algunos fenoles individuales como los
acidos clorogénico, caféico, hidroxibenzdico, p-cumarico y en el caso de la CA medida por el
método DPPH, también con el pinorresinol. Las técnicas culinarias generaron efectos de
incremento, reduccion (p < 0,05) y proteccién (p > 0,05) del CF totales e individuales y de la CA,
también el enriquecimiento del perfil cualitativo de los fenoles de las hortalizas, el AOVE vy el
agua. En las hortalizas fueron mas frecuentes los incrementos en la CA y en el CF como resultado
de la mayor disponibilidad de los propios fenoles y, adicionalmente en las técnicas que incluyen
AOVE, por la absorcién de los presentes en el aceite en conjunto con un efecto de
concentracion. La clasificacidn de acuerdo a la frecuencia de incrementos fue la siguiente: fritura
(80,8 %) > rehogado (58,9 %) > coccion AA (38,4 %) > coccidn (23,3 %). En el AOVE se detectd
una mayor proporcién de pérdidas de la CAy de la CF, fue el rehogado el que ocasioné el mayor
porcentaje de pérdidas en el aceite (44 %), le siguid la coccién AA (42 %) vy la fritura (29 %). El
agua de coccidn incorpord compuestos fendlicos que se diluyeron desde la hortaliza y el AOVE.
Asi se observo que la coccidn de hortalizas enriquece el perfil cualitativo y cuantitativo del agua
de coccion y la adicidon de AOVE lo enriquece ain mas con los fenoles propios de este aceite, por
ello es altamente recomendable el consumo de las hortalizas junto con el agua de coccidn.
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1. ANTIOXIDANTES Y CAPACIDAD ANTIOXIDANTE (CA).

1.1. Sistemas de defensa antioxidante.

Para los organismos aerobios la oxidacion es esencial en la obtencién de la energia necesaria
para realizar procesos bioldgicos. Sin embargo, la produccidén descontrolada de radicales libres
derivados del oxigeno es hostil y dafiina para las células y sus funciones; y es el origen de una
reaccién en cadena que da lugar a la generacién de nuevos radicales libres que causan cambios o

transformaciones oxidativas (Jin-wei et al., 2005).

Un radical libre es cualquier especie, cargada o no, que en su estructura atdmica presenta un
electron desapareado en su orbital mas externo, lo que les confiere un caracter de moléculas
inestables y altamente reactivas (Venereo, 2002). Los radicales libres cuya actividad es
considerada como biolégicamente relevante son los derivados del Oxigeno: el radical peroxilo,
RO*,; el anidn superdxido, O,; el radical hidroxilo, HO® (Roginsky y Lissi, 2005). También existen
especies reactivas con N, como el peroxinitrito (ONOO-), formado por la reaccion entre el 6xido
nitrico y el superdxido o el didéxido de nitrégeno (NO2), y con Cl como el triclorometilo (CCl5")
(Prior et al., 2005; Sanchez-Moreno, 2002). El anién superdxido, puede producirse en multiples
reacciones intracelulares. Esta especie reactiva de oxigeno, se transforma en otras especies
destructivas como el perdxido de hidrégeno (H,0,), o perdxidos lipidicos (LOO®) que pueden, en

su momento, causar dafio celular.

Un antioxidante se define como aquel compuesto que previene la oxidacién de moléculas
susceptibles y que puede ser de produccién enddégena o ser aportado a través de la dieta
(FAO/WHO, 1998 en Dilis and Trichopoulou, 2010a). Antioxidantes de reaccidn directa como son
la vitamina E y las enzimas antioxidantes como la superéxido dismutasa, catalasa, o la glutatidn
peroxidasa reducen esos oxidantes (Fig. 1.1-1), otros cofactores como el glutation, el ascorbato y
las enzimas dependientes del NADPH como la glutatién reductasa son importantes para

regenerar las moléculas/enzimas reducidas (Finley et al., 2011).
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La produccién del ion superdxido ocurre principalmente en la mitocondria celular. Por otra

parte, el radical hidroxilo ("OH) es la forma neutra del ion hidréxido; este ion es altamente

reactivo, lo que lo hace peligroso. Por eso cuando es producido in vivo el ién *OH reacciona cerca

de su sitio de formacién (Finley et al., 2011).

Reacciones
oxidativas

Lo-
|

~

Lipidos

SOD

de Fenton

Catalasa

©

\GPS
o

—~ D=

GSH
Reductasa
| Gsss | Aok

Figura 1.1-1. Esquema simplificado de la teoria antioxidante tradicional.

Bajo condiciones de estrés, el O," actia como un oxidante ya que favorece a que el Fe

2+

contenido en diversas moléculas quede disponible para la reaccidn de Fenton facilitando,

finalmente, la produccién de *OH a partir de H,0, (Valko et al., 2005; Leonard et al., 2004). El

radical superdxido también participa en la reaccién de Haber-Weiss produciendo el radical

hidroxilo:

O, +2H*

0, +Fe*
H,0, + Fe**

0, +H,0,

 —

H,0, + O,
0, + Fe*

20H°0 + Fe**
2 OH'0 + 0,

(1)
(2)
(3)
(2)+(3)
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Otros radicales reactivos derivados del oxigeno que se pueden formar en sistemas vivientes son
los radicales peroxilo (ROO°), el peroxilo mas simple es HOO®, llamado radical hidroperoxil o
perhidroxil que es la forma protonada del ion superéxido O, (De Grey, 2002); el radical

hidroperoxil inicia la peroxidacidn lipidica.

Cuando hay un exceso en la produccién de radicales libres, estos pueden afectar a las enzimas
protectoras, causando efectos de destruccién y muerte celular por oxidacién de la membrana
lipidica, proteinas, DNA y enzimas que intervienen en la respiracion celular; esta serie de efectos
estd asociada a la aparicidon de condiciones patoldgicas como cancer, ateroesclerosis, diabetes,
neurodegeneracion, degeneraciéon macular y envejecimiento (Andersen, 2004; Giorgio et al.,
2005; Sablina et al., 2005; Hernandez-Garcia et al.,, 2010; Navarrete et al. 2011; Andrade and
Assuncao, 2012; Curtis et al., 2012; Haque et al., 2012; Matés et al., 2012). La oxidacion también
afecta a los alimentos, siendo la causa principal del deterioro quimico, originando
enranciamiento y reduccion de la calidad nutricional, color, sabor, textura e inocuidad (Laguerre

et al., 2007).

Para contrarrestar las especies de oxigeno reactivo y prevenir el dafio que ocasionan a las
moléculas bioldgicas, especialmente al DNA, lipidos y proteinas, todos los organismos aerobios
estan dotados con sistemas de defensa antioxidante (Wang et al., 1996). Los antioxidantes
biolégicos se definen como “aquellas moléculas que cuando estan presentes en bajas
concentraciones respecto a las biomoléculas que protegen, pueden prevenir o reducir la

destruccién oxidativa de las biomoléculas” (Huang et al., 2005).

Las defensas antioxidantes son de tipo enzimdtico y no enzimdtico. La primera defensa
antioxidante es intracelular y es principalmente de tipo enzimatico; estd controlada
genéticamente por un sistema de retroalimentacion en el que participan pequeiias
concentraciones de radicales libres de origen endégeno (Gonchar and Mankovska, 2010; Zhang

et al., 2010).

Las enzimas antioxidantes requieren de la presencia de metales como Cu, Fe, Mg, Zn, o Se para
su accion, por esto se les llama en ocasiones metales antioxidantes. Las mds importantes son la

catalasa, la superéxido dismutasa y la glutation peroxidasa. La segunda barrera antioxidante es
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de tipo no enzimatica y viene dada por compuestos antioxidantes que acttdan tanto a nivel
celular como extracelular. Son los responsables de la capacidad antioxidante (CA) de los fluidos
biolégicos, como el plasma y de la proteccidon frente al dafio oxidativo de las distintas particulas

y macromoléculas circulantes (Valko et al., 2007).

A diferencia de las enzimas antioxidantes, las sustancias antioxidantes se modifican al reaccionar
con los radicales libres y necesitan ser reabastecidas; es decir se agota su concentracion. Algunos
de origen enddgeno, como son glutatidn, bilirrubina, hormonas sexuales estrogénicas, acido
Urico, coenzima Q, melanina, melatonina, ubiquinol y dacido lipdico son reemplazados por
sintesis (Laguerre et al., 2007). Si son de origen exdgeno, requieren ser reabastecidos a través de
la dieta una vez que se agotan; estos compuestos antioxidantes, denominados como
“antioxidantes alimentarios” son fundamentales para la prevencién de enfermedades ya que

son facilmente modificables.

La actividad de algunos antioxidantes alimentarios esta bien establecida como en el caso de la
vitamina C, la vitamina E y de los carotenoides y el Se; y la de otros compuestos, particularmente

los polifenoles, aun sigue siendo objeto de estudios (Jin-wei et al., 2005; Lépez, 2003).

Cuando en el organismo aumenta la produccién de radicales libres, debido a causas exégenas
(contaminantes ambientales o alimentarios, radiaciéon) o endégenas (ejercicio excesivo, estrés
psicolégico o hipermetabolismo) las enzimas antioxidantes y algunas de las sustancias
enddgenas antioxidantes como la ferritina y ceruloplasmina (antioxidantes primarios) previenen
la formacion de nuevos radicales libres. Pero cuando ocurre superproducciéon de radicales libres
y los antioxidantes primarios son desbordados, son los antioxidantes secundarios los encargados
de prevenir las reacciones en cadena; entre estos ultimos se incluyen sustancias antioxidantes
enddgenas como el acido urico, bilirrubina y albimina y exdégenos como la vitamina E, C, y el B-
caroteno; todos ellos son extracelulares, presentan el menor peso molecular y en su mayoria

provienen de la dieta (Poljsak, 2011).
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1.2. Capacidad antioxidante (CA).

El interés en la cuantificacion de la actividad antioxidante de diversos productos naturales surgié
a partir de 1990 cuando se reconocid que la influencia benéfica de muchos alimentos y bebidas
incluidas las frutas, hortalizas, té, vino tinto, café y cacao en la salud humana esta asociada con
la actividad antioxidante de algunos compuestos naturalmente presentes. Actualmente la CA de
muchos productos naturales se considera un pardmetro significativo que condiciona el valor

dietario (Roginsky y Lissi, 2005).

La actividad antioxidante de un compuesto es un proceso quimico que depende de sus
propiedades redox, de particidon, quelantes, como donador de hidréogeno y como captador de
radicales. Idealmente, todas esas propiedades deberian medirse en cada componente para
valorar la actividad antioxidante total. En la préctica, se han desarrollado diversos ensayos para
conjugar las propiedades en una sola estimacién de la CA (Laguerre et al., 2007; Williamson et

al., 1999).

No existe un método estandar para las determinaciones en diferentes tipos de muestras de
alimentos, pero hay una serie de requisitos que cualquiera de ellos debe cubrir (Roginsky vy Lissi,

2005):

- Que el pardmetro determinado posea un significado fisico evidente, sustentado en una

teoria bien desarrollada.

- Que las determinaciones sean reproductibles no solo en un trabajo, sino entre

laboratorios.

- La posibilidad de un monitoreo continuo que permita automatizar el proceso y observar

con todo detalle la cinética de los antioxidantes.

- Una productividad suficiente que facilite la realizacién de determinaciones rutinarias.

- Un procedimiento relativamente sencillo.
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Los mecanismos de accion de los compuestos antioxidantes incluyen (Dillis and Trochopoulou,

2010; Leonarduzzi et al., 2010):

- Lainhibicidn/captacion de especies reactivas.
- Lareducciény la accién quelante de metales.
- Un mecanismo propuesto recientemente que es independiente de las propiedades

III

antioxidantes consiste en la interaccién quimica directa el “antioxidante” con enzimas de

sefializacion y factores de transcripcion.

1.3. Mecanismo de reaccion de los antioxidantes.

Los antioxidantes pueden inactivar los radicales a través de dos vias principales: reacciones de
transferencia de un dtomo de H (Hidrogen Atom Transfer, HAT) o de transferencia de un

electron (Single Electron Transfer SET).

El resultado final es el mismo, pero difieren en la cinética y en las reacciones colaterales. Ambos
tipos de reacciones pueden ocurrir paralelamente, y el mecanismo dominante tendrd que ser
determinado a través de la estructura y propiedades del antioxidante; la solubilidad, el
coeficiente de particién, el solvente del sistema, la energia de disociaciéon y el potencial de
ionizacion (Prior et al., 2005). Los dos ultimos factores, son los mas importantes para determinar
el mecanismo de reaccién y la eficacia (Wrigth et al. 2001). Ya que la CA de un alimento esta
determinada por un mezcla de diversas sustancias con diferentes mecanismos de accidn, entre
las cuales puede haber interacciones sinérgica, es necesario combinar mds de un método para

determinar la CA in vitro (Pérez-Jiménez et al., 2008).

Las reacciones HAT son del tipo:

X+AH ——» XH + A’ (1)

En donde X* es el radical libre y AH el antioxidante
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Estas reacciones vienen determinadas por la entalpia de disociacidn del grupo donador de H en
la molécula antioxidante. La capacidad de reacciéon se basa en una cinética en la que el
antioxidante y el sustrato compiten por radicales peroxilo térmicamente generados a través de

la decomposicion de azo-compuestos (Huang et al., 2005).

Son reacciones dependientes del pH y el solvente, usualmente son muy rapidas (minutos o
segundos). La presencia de agentes reductores incluidos los metales complica la reaccién vy

pueden dar lugar a una sobreestimacién de la reactividad.

Entre estos ensayos se incluyen el de la inhibicién de la autoxidacién de lipoproteinas de baja
densidad, el ORAC (Oxigen Radical Absorbance Capacity) (Prior et al., 2005), TRAP (Total Radical
Trapping Antioxidant Parameter) (Serafini et al., 2000), CBA (Crocin Bleaching Assays) (Bors et
al., 1984), CARS (Capacidad Captadora de Radicales Superodxido) (Benov et al., 1998), TOSC (Total
Oxidant Scavenging Capacity) (Winston et al., 1998), TBARS (Tiobarbituric Acid Reactive Species)
(Fernandez et al., 1997), Oxidacién de LDL (Kleinveld et al.,, 1992), B-caroteno (B-carotene
bleaching test) (Velioglu et al., 1998), PHOTOCHEM (Fotoquimioluiminiscencia) (Popov et al.,
1994; 1999).

En las reacciones SET el antioxidante transfiere un electron para reducir un compuesto,
incluyendo metales, carbonilos y radicales; serian reacciones como las que se describen

enseguida, siendo de nuevo X" el radical libre y AH el antioxidante:

X+AH ——» X +AH" (1)
AH™ HO0 | A+ H;0"  (2)
X+HO" 5 XH+H,0 (3)

M) +AH 5 AH'+M(ll) (4)

La reactividad en las reacciones SET se basa principalmente en la deprotonacién y el potencial de
ionizacion del grupo funcional reactivo, en general son reacciones dependientes del pH, son
lentas y pueden requerir largos tiempos para completarse, por ello los cdlculos de la capacidad

antioxidante se basan en el porcentaje de reduccion del producto mas que en la cinética.
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Cuando AH™ tiene suficiente tiempo de vida, las reacciones secundarias representan una
interferencia significativa para el ensayo, también son muy sensibles a la presencia de trazas de
contaminantes y otros componentes (particularmente metales) que pueden convertirse en la

causa de una alta variabilidad, pobre reproductibilidad y poca consistencia de los resultados.

Entre los ensayos basados en reacciones SET estan, la determinacién de fenoles totales con el
reactivo de Folin-Ciocalteu (Singleton et al., 1965), ABTS/TEAC (Trolox Equivalence Antioxidant
Capacity) (Miller et al., 1993), FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) (Benzie and Strain,
1996), el DPPH (Brand-Williams et al., 1995) y el DMPD (N,N-dimetil-p-fenilendiamina) (Fogliano
et al., 1999) y la PHOTOCHEM (Fotoquimioluiminiscencia) (Popov et al., 1994; 1999).

1.4. Métodos para la medida de la capacidad antioxidante.

Los métodos utilizados para evaluar la capacidad antioxidante de una sustancia se clasifican en
dos grandes grupos. Se conocen como “métodos indirectos” a aquellos generalmente usados
para medir la capacidad de una molécula de reducir un radical libre artificial y estable (por
transferencia de hidrogeno o electrones), o un metal de transicién (por transferencia de
electrones). Algunos ejemplos de estos métodos son el DPPH, y los ensayos de poder
antioxidante por reduccion del hierro férrico, asi como la voltametria ciclica. Por otro lado, la
evaluacidn por “métodos directos” involucra un sustratro oxidable; se basan en la evaluacidon del
efecto inhibitorio de una sustancia potencialmente antioxidante sobre la degradacién oxidativa
de un sustrato en un sistema de prueba sujeto a condiciones naturales o aceleradas de
oxidacion. Este tipo de aproximacion parcialmente modelada se combina con una estrategia de

medicidn basada en la deteccion de los productos de oxidacién (Laguerre et al., 2007).

Los métodos de cuantificaciéon de uso mas extendido son el del poder antioxidante del hierro
reductor (FRAP); el del acido 2,2’-azino-bis(3-etilbenzo-tiazolin-6-sulfénico) (ABTS o TEAC); el del
2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH); y el de la capacidad de absorcidon de radicales de oxigeno
(ORAC) (Pérez-Jiménez et al., 2008). También ha encontrado aplicacidn una versién de la prueba
ABTS en la que el radical ABTS® fue reemplazado por el radical cationico estable DMPD".

Enseguida se describen con mayor detalle los cuatro métodos utilizados en este estudio.
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1.4.1. Capacidad captadora de radicales libres con la 2,2-difenil-1 picrilhidrazil (DPPH)
(Capacidad captadora del radical DPPH).

Este es el ensayo indirecto de la actividad antioxidante mas antiguo, actualmente es muy
popular en el estudio de antioxidantes naturales por proporcionar resultados en tiempos
relativamente cortos, por su sencillez y sensibilidad y junto con el ABTS es de los mas faciles de

implementar (Jin-wei et al., 2005).

Fue probado por Blois (1958) por primera vez para medir la capacidad antioxidante de diversos
compuestos naturales. El fundamento se basa en medir la capacidad de una muestra de captar
radicales libres, consiste en una reaccién que al mismo tiempo es de transferencia de electrones

y de dtomos de hidrégeno (SET y HAT).

Su principio se sustenta en la teoria de que un antioxidante es un donador de hidrégeno y en el
hecho de que el DPPH es un aceptor de hidrogeno estable (Fig. 1.4-1), siendo el efecto
antioxidante proporcional a la decoloracion del DPPH en muestras problema (Brand-Williams et

al., 1995).

0;
N—NPh>

O N NO;

Figura 1.4-1. Estructura quimica del DPPH

La cuantificacidon de la cantidad de DPPH en el sistema de prueba se realiza con exactitud
espectrofotométricamente en la longitud de onda de 515 nm; conforme el color del sistema
cambia de violeta a amarillo como resultado de la captacion de los dtomos de hidrégeno del

antioxidante por el DPPH.

11
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Esta reaccidn es estequiométrica con respecto al nimero de dtomos de hidrégeno absorbidos vy,
por ello, el efecto antioxidante de una muestra se evidencia con la reduccién progresiva de la

absorcién de la luz UV a 515 nm durante 30 min o hasta que la absorbancia se estabiliza.

Para estandarizar los resultados reportados en varios estudios, se usa como unidad el
equivalente de Trolox (TE); la actividad antioxidante de una muestra se expresa en términos de
micromoles de equivalentes de Trolox por 100 g de muestra (TE/100 g). Los resultados también
se han reportado como ICs,, que es la cantidad de antioxidante necesario para reducir hasta el

50 % la concentracidn inicial de DPPH (Kosar et al., 2005; Joon-Kuan and Shibamoto, 2009).

Algunas de las principales desventajas asociadas al método DPPH son (Prior et al., 2005):

- La interpretaciéon es complicada cuando los compuestos analizados tienen
espectros de absorcion similares al DPPH (515 nm); en particular los carotenos

interfieren.

- Puede haber un obstaculo estérico para moléculas con alto peso molecular; y el

acceso al sitio del radical es mas accesible para las moléculas pequefias.

- El radical usado no tiene significado biolégico pues no estd presente in vivo y
ademas es bastante estable respecto a los que se encuentran en los organismos

Vivos.

- La reaccidn no es competitiva porque el DPPH es al mismo tiempo radical de
prueba y antioxidante. Por lo tanto el color puede desaparecer tanto por reacciones
con el radical como por reduccion del compuesto o también por que participe en

otras reacciones no relacionadas.

Este método representa un recurso facil y preciso para el analisis de sustancias antioxidantes
puras como el BHT, TBHQ, 4cido rosmarinico y a-tocoferol (Alamed, et al., 2009); y de extractos
acuosos Yy alcohdlicos de fracciones o alimentos de origen vegetal como por ejemplo bebidas a
base de algas o tés negro y blanco (Nagai et al., 2003). O comparar la actividad antioxidante de
extractos que contienen fenoles libres con los que contienen fenoles ligados como se hizo en

harina de alforfén (Inglett et al., 2011).
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Se aplica también en el analisis de alimentos de consumo comun como cacao, frutos secos, uvas
y sus fracciones (Pérez-lJiménez eta al., 2008), AOVE (Samaniengo-Sanchez et al., 2012) hierbas
de uso culinario (Kosar et al., 2005), té verde (Samaniego-Sanchez et al., 2011), y de otros
alimentos de consumo menos extendido como algunos frutos exdticos brasilefios (De Assis et al.,

2009) o de importancia reducida por ser autéctonos o de consumo local (Jin-wei et al., 2005).

Se analizan también sustancias y materiales diversos como plantas medicinales, polen y resinas
(Nagai et al., 2002; Dudonné et al., 2009). Es uno de los ensayos aplicados para la caracterizacién
de diversas estructuras vegetales como hojas, tallos, raices, rizomas, vainas y madera de plantas
de interés alimentario como la patata o la fresa (Simirgiotis and Schmeda-Hirschmann, 2010;

Joong-Keun et al., 2011).

Durante el cultivo se aplica para comparar frutas y hortalizas producidas con el sistema organico
y con el convencional (Faller and Fialho, 2009, 2010). Durante el procesamiento para obtener
datos que permitan el monitoreo de las condiciones que optimizan la capacidad antioxidante a
nivel industrial y a nivel doméstico (Gorinstein et al., 2009); y que ayuden a elucidar la
contribucion de compuestos individuales después de las transformaciones (Dini et al., 2010;

Tiong et al., 2010).

1.4.2. FRAP (Ferric Reducing/Antioxidant Power).

El mecanismo de accidon del FRAP es totalmente de trasferencia electrdnica, se trata de una
reaccion SET, que se basa en la reduccion del complejo de la tripiridiltriazina férrica (2,4,6-
tripiridil-s-triazina) al complejo ferroso por un antioxidante a pH de 3,6 (Fig. 1.4-2) (Benzie and

Strain, 1996; Floegel et al., 2011).

(L ~ Ll L

N
N \N /“\TPT P _N KNJ\@ P

Fe"-TPTZ + reducing antioxidant ———p  Fe!*-TPTZ (intense blue at 595 nm)

Figura 1.4-2. Reduccién del reactivo FRAP.
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La preparacion del oxidante se hace mezclando TPTZ, 25 mL de buffer de acetato, y 2,5 mL de
FeCl;'H,0 (20mM). El conglomerado es conocido como “reactivo FRAP”. La solucidn final tiene
Fe(lll) de 1,67 mM y TPTZ de 0,83 mM. Por lo tanto, el TPTZ se encuentra en la proporcidn ideal
para una estequiometria de reaccion entre el Fe(lll) y el TPTZ de 1 a 2. En este caso el oxidante
no es solo el Fe(lll)(TPTZ),; también contiene otras especies de Fe(lll) que pueden crear
problemas potenciales ya que muchos quelantes en alimentos pueden ligarse con el Fe(lll) y

formar complejos que son capaces de reaccionar con los antioxidantes (Huang et al., 2005).

Esta reaccidn produce un cambio de color que es monitorizado midiendo la absorbancia a 595
nm durante 4 minutos, segun el método original, aunque este tiempo fue posteriormente
ampliado hasta 30 minutos (Pulido, Bravo and Saura-Calixto, 2000), ya que a los 4 minutos los

compuestos de reaccidn lenta (algunos fenoles) no la han completado (Prior et al., 2005).

El cambio en la absorbancia (AA = A, min — Ao min) S€ calcula y relaciona con el AA de una solucidn
estandar de Fe(ll). EI AA es linealmente proporcional a la concentrancion de antioxidante Una
unidad FRAP se define arbitrariamente como la reduccidon de 1 mol de Fe(lll) a Fe(ll) (Huang et
al., 2005). Los resultados se expresan en equivalentes de Trolox (umol Trolox/g o umol Trolox/L),
tras elaborar una curva de calibrado de este compuesto, un analogo hidrosoluble de la vitamina

E muy utilizado en la expresion de resultados de capacidad antioxidante.

Se han planteado diversas criticas a este método:

- Se lleva a cabo a un pH no fisiolégico (Prior and Cao, 1998a; Pulido et al., 2000).

- Como el potencial de reduccién del Fe (lll) a Fe (Il) es de 0,77 V, cualquier
compuesto con un potencial redox inferior podria reducir al Fe (lll), sobreestimando

el valor de FRAP (Ou et al., 2002).

- A 593 nm pueden absorber otros compuestos, como la bilirrubina oxidada, que

produce biliverdina, elevando el valor FRAP (Prior and Cao, 1998; Ou et al., 2002).

- Hay compuestos como el acido ascérbico que, ademas de reducir el ion férrico a
ferroso, pueden reaccionar con éste ultimo para generar nuevos radicales libres
(Cao and Prior, 1998). Por ejemplo, en fluidos bioldgicos, el Fe (lII) puede interactuar

con agua oxigenada para producir radical hidroxilo (Ou et al., 2001).
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- El método FRAP no mide antioxidantes tiol como el glutatiéon. Solo mide la
capacidad reductora basada en el ion férrico, que no es ni fisioldgica, ni

mecanisticamente relevante para la actividad antioxidante (Prior et al., 2005).

En conjunto con otros métodos para la medida de la CA (ABTS y DPPH); este ensayo se ha
aplicado en el estudio de las interacciones de la matriz alimentaria con los compuestos
antioxidantes; (Sun-Waterhouse et al., 2008); del efecto que ejerce el medio de extracion y las

sustancias bioactivas sobre la CA (Tian et al., 2009).

También es una herramienta en la exploracion de las propiedades antioxidantes de productos
nutracéuticos provenientes de fuentes naturales alternativas como algas (Diaz-Rubio et al.,
2009), flores (Kaisson et al., 2011) o estructuras no comestibles de alimentos convencionales
(Sulaiman et al., 2011). Se ha posicionado como uno de los analisis de rutina para calcular la
capacidad antioxidante de la dieta, por ejemplo en 35 frutas y hortalizas de consumo tradicional

en Uganda (Stangeland et al., 2010) y en 62 frutas chinas (Li et al., 2011).

1.4.3 TEAC (Trolox Equivalent Antioxidnat Capacity) o ABTS (acido 2,2’-azinobis-(3-

etilbenzotiazolin-6-sulfénico).

Es ampliamente usado para evaluar la actividad antioxidante en plantas, alimentos y bebidas
debido a su utilidad tanto en fase acuosa como grasa y a que proporciona rapidamente los
resultados mads reproductibles empleando equipo de laboratorio relativamente comun

(Dudonné et al., 2009).

Inicialmente fue reportada la aplicacidon de este ensayo por Miller y colaboradores (1993) para
medir el estatus antioxidante del plasma humano; mas tarde fue comprobada la eficacia del

ABTS en alimentos desarrollando un ensayo de decoloracién (Miller et al, 1997).

Este método mide la capacidad que tiene una muestra de captar radicales libres, por lo tanto
consiste en una reaccion de transferencia de electrones (SET). Se usa para medir compuestos
hidrofilicos aunque se han sugerido modificaciones al método original para determinar la

capacidad antioxidante de los compuestos lipofilicos de una muestra (Pulido et al., 2003).
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El fundamento del método es vigilar la reduccién del radical catidnico ABTS® (Fig. 1.4-3)
producida por la oxidacion del 2,2’-azinobis(3-etilvenzotiazilina-6-sulfonato) (ABTS) causada por

la adicién de una muestra que contiene antioxidantes (Riginsky y Lissi, 2005).

EI' HSO,
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Figura 1.4-3. Estructura quimica del ABTS y del radical ABTS™*

El método original estaba basado en la reaccion del radical ferromioglobina con ABTS producido
por la reaccidn de la metamioglobina con perdxido de hidrégeno en presencia de peroxidasa (Re
et al.,, 1999). En la versién mejorada de este ensayo, antes de la adicién de antioxidantes se
obtiene un radical cationico estable por oxidacién a temperatura ambiente del ABTS en solucién
7 mM agregando persulfato potdsico 2.45 mM para obtener un croméforo con absorcidn azul-
verde. Cuando se realiza la mezcla se permite que reaccione en la oscuridad a temperatura

ambiente durante 12-16 horas antes de usarla (Pulido et al., 2003).

Existen modificaciones de este método que consisten en la estrategia de generacion del radical
ABTS". Se ha ensayado la generacidon enzimatica del radical simultdneamente con la captacion;
observandose que la adicién de muestras que contienen fenoles puede reducir la produccién
enzimdtica; esto ocasiona la sobreestimacion del TEAC. Por lo que el autor recomendd separar

en tiempo la produccién del radical de su captaciéon (De Beer et al., 2003).

Esta solucion se diluye con etanol o buffer (pH 7,4) hasta que la absorbancia alcance 0.7 a 734
nm. Un mililitro de la solucién resultante se mezcla con 10 pL de la muestra. La absorbancia se
mide a 30°C, 1, 4 y 6 min después de mezclar, la diferencia de la lectura de absorbancia se
interpola en una curva de calibracién de Trolox y los resultados son expresados como

equivalentes de Trolox.
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Se conoce como TEAC (capacidad antioxidante equivalente de Trolox) a los umol de Trolox
necesarios para desarrollar la misma capacidad antioxidante que un gramo de muesta (Huang et
al., 2005). Cuanto mayor es el nimero de equivalentes de Trolox, mas antioxidante es la
muestra. El Trolox no tiene ningun significado fisioldgico y su eleccién como estandar para la
capacidad antioxidante es arbitrario, sin embargo, ya que su uso es muy generalizado, elegirlo

facilita la comparacién de los datos publicados (Pérez-Jiménez et al., 2008).

Entre las limitaciones que presenta esta técnica se encuentran: (Roginski y Lissi, 2005):

- Que al igual que todos los métodos indirectos no es representativo de la

capacidad de inhibir el proceso oxidativo.

- La reaccion de diversos fenoles y productos naturales con el ABTS® es
relativamente lenta. Por lo que el resultado de la determinacion del TEAC se
espera que sea dependiente del tiempo de incubacién asi como de la relacién

entre la cantidad de muestra y concentracién de ABTS'.

- También existe poca selectividad del ABTS® en la reaccién con donadores de
atomos de hidrégeno; ya que reacciona con el grupo hidroxilo de cualquier

compuesto aromatico independientemente de su potencial antioxidante real.

- El efecto del tipo de solvente usado para la extraccidon de antioxidantes de la

muestra tiene gran influencia en los resultados obtenidos con este método.

La longitud de onda de absorciéon a 734 nm hace a este método particularmente interesante
para el estudio de extractos vegetales ya que elimina la posibilidad de interferencias de color.
Con este método se ha investigado la actividad antioxidante de multiples productos naturales
como frutas y hortalizas, plantas medicinales, vinos, uvas, cereales, bebidas y aceites esenciales,
carotenoides, compuestos fendlicos, algunos antioxidantes plasmaticos (Dudonné et al., 2009),

AOVE vy té verde (Samiengo-Sanchez et al., 2007; 2011).
Las aplicaciones recientes del método se han enfocado a cuantificar los cambios durante el

crecimiento y desarrollo de frutas y hortalizas para maximizar la CA en el momento de la

cosecha (Samec et al,, 2011), o al estudio de las variaciones que provocan diversos procesos
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industriales (hortalizas ready-to eat) y domésticos, asi como técnicas modernas de cultivo y de
almacenamiento (atmdsferas modificadas) en la CA de los alimentos (Lana and Tijskens, 2006;

Pérez-Conesa et al., 2009; Murcia et al., 2009).

Se aplica en la valoracidn de plantas medicinales como fuente potencial de antioxidantes o al
estudio de sus propiedades antioxidantes y terapéuticas (Nantitanon et al., 2010; Cardozo et al.,
2011), y como parte de las determinaciones del perfil quimico y funcional para el
aprovechamiento de subproductos de la fabricacién de alimentos (Navarro-Gonzilez et al.,

2011).

1.4.4. Ensayo DMPD (N,N-dimetil-p-fenilendiamina).

Es un método con un mecanismo de transferencia de electrones (SET) parecido al del método
ABTS (Huang et al., 2005) que emplea la N,N-dimetil-p-fenilendiamina (DMPD). El protocolo
experimental es radpido y econdmico y asegura la sensibilidad y reproducibilidad en la
cuantificacion de la actividad antioxidante de compuestos hidrofilicos, aunque existen reportes
de que también es eficaz para evaluar los liposolubles (Corral-Aguallo et al., 2008; Rodriguez-
Nogales et al., 2011). La eficacia de método DMPD en alimentos fue evaluada inicialmente en
muestras de vino italiano ya que la CA de esta bebida proviene exclusivamente de la cantidad de

compuestos fendlicos presentes (Fogliano et al., 1999).

El radical rosa DMPD"", se decolora a la forma DMPD conforme se verifica la accién antioxidante
involucrada en la transferencia de un atomo de hidrégeno. El radical se obtiene mezclando 1 mL
de solucién DMPD (200 mM), 0,4 mL de cloruro férrico (lll) (0,05M) y 100 mL de buffer de
acetato de sodio, ajustando el pH a 5,25. La solucidn alcanza valores estables de absorbancia a
505 nm después de un periodo de 18 a 21 h después de su preparacion si es mantenida en la

oscuridad y refrigeracion (4-5°C).

Tras afadir la muestra con antioxidantes a la solucion del radical, la absorbancia es monitorizada
durante 10 minutos es comparada con la de un blanco, expresandose finalmente los resultados
en equivalentes de Trolox (Fogliano et al., 1999). Recientemente se ha incrementado la
estabilidad de la solucién acuosa de DMPD al disolver el reactivo en buffer acetato con un 5 % de

dimetilsulféxido (DMSO) (Kubo et al., 2008).
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Este test ha encontrado utilidad en la mejora de las técnicas de extraccion de antioxidantes, en
el andlisis de la CA de alimentos (Bursal and Koksal, 2011), y en la validacidon de tecnologias

analiticas automatizadas (Pohanka et al., 2012).

Con este método ha sido evaluada la CA de extractos lipofilicos e hidrofilicos de vinos tintos,
frutas, hortalizas, cereales, leguminosas (Rivero-Pérez et al., 2007; Corral-Aguayo et al., 2008;
Rodriguez-Nogales et al., 2011), de extractos de plantas medicinales (Tripathi et al., 2007,
Dorman et al., 2011), de moléculas con actividad fisiolégica y antioxidante como la melatonina,
serotonina, resveratrol, curcumina (Ak and Gulcin, 2008; Gulcin, 2008; 2010) y de estructuras no

comestibles como tallos, hojas y partes aéreas de cultivos alimentarios (Gulpinar et al., 2012)

Se ha aplicado para determinar el efecto que tienen sobre la CA, procesos como el
envejecimiento de vinos (Rivero-Pérez et al., 2008); la temperatura del agua de infusion en el té
(Venditti et al., 2010); o en la evaluacion de alimentos o procesos innovadores (Jagtapa et al.,

2011).

1.5. Antioxidantes alimentarios.

La mayor parte de la actividad antioxidante de los alimentos se deriva de la accién sinérgica de
compuestos antioxidantes diferentes a las vitaminas C, E o B-carotenos; por ejemplo, algunos
flavonoides (incluidas las flavonas, isoflavonas, flavononas, antocianinas, catequinas e
isocatequinas) polifenoles, terpenoides, compuestos de Maillard y trazas de minerales (Wang et

al., 1996; Pérez-Jiménez et al., 2008).

Como se muestra en la Fig. 1.5-1, los compuestos antioxidantes pueden estar naturalmente
presentes en diversos arreglos dentro de la microestructura de los alimentos (Naczk y Shahidi,
2006); y a partir de ello fueron clasificados recientemente en las siguientes categorias (Gokmen

et al., 2009):
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Libres Ligados

Quimicamente ligados Fisicamente ligados
A macromoléculas A la matriz En la matriz Entre las
(Covalente) alimentaria alimentaria células
(i6nico) intactas

Figura 1.5-1. Configuraciones y localizaciones posibles de los compuestos antioxidantes dentro

de la microestructura alimentaria (Gokmen et al., 2009).

a) Compuestos de bajo peso molecular, que estan libres de interacciones fisicas o

guimicas con otras macromoléculas. Es el caso de la mayoria de compuestos
antioxidantes de frutas y hortalizas; por ejemplo, la vitamina C, los tocoferoles, los
acidos fendlicos como el cinamico y benzoico, los flavonoides glicosidados, estilbenos y

lignanos, taninos hidrolizables, y las proantocianidinas oligoméricas.

b) Compuestos que estdn fisicamente atrapados en diferentes estructuras celulares.

Como los carotenoides en forma de complejos lipoprotéicos o en forma cristalina; los
flavonoides (sobre todo en su forma no glicosidada) atrapados en las redes de pectina

de las cascaras.

c¢) Compuestos de bajo peso molecular que estan guimica o fisicamente unidos a otras

macromoléculas. Este es el caso de la mayor parte de los antioxidantes de cereales,
semillas y leguminosas (principalmente los acidos ferulico, p-cumarico, sindpico y
caféico) que se presentan en forma de complejos junto con los polisacaridos de las

paredes celulares para constituir la “fibra dietética antioxidante” (Gofii et al., 2009).
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d) Material antioxidante insoluble (usualmente de alto peso molecular). Se incluyen

todos los antioxidantes que no son solubles en agua o solventes, compuestos altamente
polimerizados con pesos moleculares superiores a 3000 como proteinas insolubles,
taninos (50 o mas unidades de flavonoides) y productos de la reaccion de Maillard

(melanoidinas).

1.5.1. Carotenos.

Los carotenoides son uno de los grupos de pigmentos mas ampliamente distribuidos en la
naturaleza, han sido identificados mas de 600 sintetizados en plantas y otros organismos
fotosintéticos, asi como en algunas bacterias no fotosintéticas y levaduras. Aproximadamente 20
de ellos pueden ser identificados en el suero sanguineo humano después del consumo de frutas

y hortalizas.

Son compuestos tetraterpenoides formados por una larga cadena central de carbono con 3 a 15
dobles enlaces conjugados que determinan su espectro de absorcién. La ciclizacion del licopeno
lleva a la formacidon de B-caroteno y sus xantofilas derivativas, B-cryptoxantina, zeaxantina,
anteraxantina, y violaxantina o a-caroteno y luteina. Los principales carotenos en los alimentos y
los mas importantes desde el punto de vista de la salud humana son el a-caroteno, B-caroteno,

B-criptoxantina, licopeno, luteina y zeaxantina (Tabla 1.5-1).

De acuerdo a su estructura quimica, los carotenos se clasifican en dos grupos: los hidrocarburos
llamados cominmente carotenos, y las xantofilas; los carotenos estan constituidos solo por
atomos de Carbono e Hidrégeno, mientras que las xantofilas también contienen atomos de
Nitrégeno. Otra clasificacion se basa en las funciones biolégicas que finalmente dependen de su

estructura (Namita and Negi, 2010).

La alta hidrofobicidad causa una baja solubilidad en sistemas acuosos y como consecuencia una
pobre asimilacidon en el organismo. La absorcion se realiza a través del sistema linfatico y se
inicia con la disrupcién de la matriz alimentaria, la liberacién de los carotenoides y la emulsion
en forma de micelas que posteriormente son absorbidas en el intestino delgado (Thakkar et al.,

2007).
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Tabla 1.5-1. Caracteristicas y fuentes alimentarias de carotenos.

Nombre comun

Anteraxantina
Astaxantina
Bixina
Cantaxantina
Capsantina
Capsorrubina
a-caroteno
B-caroteno
8-caroteno
{-caroteno
Crocetina
B-criptoxantina
Fucoxantina
Luteina
Licopeno
Neoxantina
Norbixina
Fitoeno
Fitoflueno
Violaxantina

Zeaxantina

Absorcion

2350 a2 446 nm
21002470 nm
4200 a 456 nm
2200 a 466 nm
2072 2483 nm
2200 a 489 nm
2800 a 444 nm
2592 a 449 nm
2760 a 462 nm
25552400 nm
4320 a 450 nm
2386 a 449 nn
1100 a 585 nm
2550 a 445 nm
34502470 nm
2243 2439 nm
2850 a 456 nm
1250 a 286 nm
13502 348 nm
2250 a2 440 nm
2348 2 449 nm
2540 a 450

Color

Amarillo
Rojo
Rojo
Rojo
Rojo
Rojo
Amarillo
Amarillo
Naranja brillante
Amarillo pélido
Amarillo
Amarillo/naranja
Amarillo
Amarillo
Rosa/rojo
Amarillo
Rojo
Sin color
Sin color
Amarillo

Naranja

Fuente de Carotenoides

Hojas verdes
Haematococcus sp.
Achiote
Hojas verdes
Pimiento rojo
Pimiento rojo
Zanahoria
Zanahoria
Tomate, durazno, palma
Fruto de la pasidn
Azafran
Papaya
Hojas
Hojas, hortalizas verdes
Tomate
Hojas
Achiote
Hortalizas verdes
Hortalizas verdes
Hojas

Maiz amarillo

Fuente: Namitha and Negi, 2010.

La actividad como antioxidante de los carotenoides se realiza

oxigeno singlete; también puede prevenir la formacidén de esta forma tan reactiva de oxigeno
por la captacion de sensibilizadores excitados. Aunque no destacan en la captacion de radicales
libres, también tienen cierta capacidad de interactuar y captar otras especies radicalarias
intracelulares como el radical peroxilo, o los radicales hidroxi (Rodriguez-Amaya, 2010). También

pueden presentar efectos sinérgicos con otros antioxidantes, como la vitamina E (Zanfini et al.,

2010).
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El procesamiento alimentario afecta profundamente el contenido, perfil y biodisponibilidad de
los carotenos. Durante los tratamientos térmicos cortos (pasteurizacion) se mantiene o puede
aumentar la concentracién a raiz de un incremento en la extractabilidad por degradacién parcial

de la pared de las células de la piel (Oliveira eet al., 2012).

Sin embargo, cuando los tratamientos son prolongados (deshidratacién, concentracion, coccién)
hay una reduccidn del contenido de carotenos y un incremento en el nimero de compuestos
por isomerizacion, con la consiguiente disminucién de la actividad como provitamina A (Rojas-
Garbanzo et al.,, 2011). La isomerizacidon es favorecida por el contacto con acidos, los
tratamientos térmicos y la exposicion a la luz. Una excepcion notable son los productos a base
de tomate que presentan un contenido marcadamente superior al de los tomates frescos que se
atribuye a la eliminacién de agua durante el procesamiento por concentracion (Pérez-Conesa et

al., 2009).

Diversos estudios epidemiolégicos sugieren que el consumo de frutas y hortalizas que contienen
carotenoides contribuyen a la prevencién del desarrollo de enfermedades degenerativas como
las enfermedades neuronales, cardiovasculares, diabetes, degeneracidn macular, algunos tipos
de cancer y las cataratas asociadas al envejecimiento. El efecto preventivo contra las
enfermedades ha sido atribuido a sus potentes propiedades como antioxidante (Kang et al.,
2009; Di Matteo et al., 2009; Houston, 2010; Obulesu et al., 2011; Ying et al., 2012; Tomo et al.,
2012).

1.5.2. Vitamina C.

Se conoce como vitamina C al acido L-ascérbico, es un compuesto hidrofilico de seis carbonos
derivado de la L-treo-hex-2-enono-1,4-lactona con una estructura quimica semejante a la de las

hexosas, contiene un grupo ene-diol que involucra a los Carbonos 2 y 3.

Este grupo hace al acido ascérbico un potente agente antioxidante que reacciona facilmente
con radicales peroxilo, los neutraliza y se transforma en radical dehidroascérbico. En las células,
el acido ascérbico y el acido dehidroascérbico se encuentran en equilibrio quimico, y ambos
estan dotados de actividad vitaminica (Fig. 1.5-2). El caracter acido del acido ascérbico se debe a

la facilidad del grupo —OH del carbono 2 de liberar un protén (Blasa et al., 2010).
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OH OH
0 0
0 — o)
HO' T HO
HO OH 2e +2H o) o)
Acido ascérbico Acido dehidroascérbico

Figura 1.5-2. Estructura quimica e interconversiéon del acido ascérbico y dehidroascérbico.

La mayoria de vegetales sintetizan el dcido ascérbico partiendo de la glucosa; sin embargo, los
primates son incapaces de hacerlo, debido a que el gen que codifica a la enzima L-gulono-1,4-
lactona oxidasa (ultimo eslabdn en la sintesis del acido ascérbico) esta altamente mutado. Por lo
tanto la vitamina C es una vitamina esencial que debe ser introducida en la dieta a través del

consumo de frutas y hortalizas frescas (Schlueter and Johnston, 2011).

Desde un punto de vista fisioldgico el acido ascérbico estd involucrado en diversos procesos
metabdlicos: hormonas corticosteroides, acidos biliares, carnitina, prostaglandinas, histamina,
colageno, hierro, tiroxina y algunos neurotransmisores. La vitamina C también mejora la
respuesta inmune y favorece la eliminacion de xenobidticos y radicales reaccionando

directamente con los aniones superdxido, los radicales hidroxil y varios hidroperdxidos lipidicos.

El ascorbato cumple una funcién como un antioxidante y un cofactor enzimatico en Ia

interaccion redox que existe entre los organismos vivos y el ambiente (Cruz-Rus et al., 2012).

La vitamina C en su forma oxidada como acido dehidroascdrbico es transportada al interior de la
mitocondria en donde es reducida. La cadena respiratoria puede donar electrones para la
reduccion del acido dehidroascdrbico en el complejo Ill para regenerarla a su estado reducido
(ascorbato) por medio de la dihidroascorbato reductasa y glutatidon reducido. El glutatién que
fue oxidado es regenerado a su estado reducido por la glutation reductasa a expensas de

NADPH.

El acido ascorbico puede salir de la mitocondria por transporte activo. De esta manera las
moléculas de acido ascdérbico se convierten en captadores de especies reactivas de Oxigeno,
protegen el genoma mitocondrial y evitan la depolarizacion de la membrana mitocondrial

(Mandl et al., 2009).
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Por otro lado, actua sinérgicamente con el tocoferol para regenerar los radicales tocoferil.
Ademads, puede prevenir o reducir la peroxidacion lipidica inducida por H,0, y la formacién de

OH-deoxiguanosina, producida como consecuencia de la oxidacidn del ADN (Yen et al,. 2002)

1.5.3. Vitamina E.

La vitamina E es un antioxidante lipofilico disruptor de cadena que se encuentra en la naturaleza
en ocho diferentes isoformas derivadas de la estructura 6-hidroxicromano. Cuatro son
tocoferoles (Fig. 1.5-3) con una larga cadena lateral isoprénica en el C2 y un nimero variable de
grupos metilo unidos al anillo cromanol; y cuatro tocotrienoles que tienen la misma estructura
qgue los anteriores, excepto por la cadena lateral que estd insaturada con tres dobles enlaces

(Blasa et al., 2010).

Actua sinérgicamente con el selenio neutralizando de forma muy eficiente los radicales peroxilo,
en este proceso es oxidado a radical tocoperoxil y posteriormente reciclado a a-tocoferol por el
acido L-ascorbico. Este reciclaje transforma a la vitamina E en el factor clave en la prevencion de
la generacion y propagacién del estrés oxidativo protegiendo a los acidos grasos poliinsaturados
frente a la oxidacidn, ya sea, en los fosfolipidos de las biomembranas y/o en las lipoproteina

plasmaticas (Garcia-Parrilla 2008; Cruz-Rus et al., 2012).

CH, CH,
OH o ; OH
X ¥ K NN A : /‘-4._\ ._,-’ B i i s
? Y O cH, cH, CH, CH, O CH, cH, CH, CH,
CH, CH-
a-tocoferol B-tocoferol
ol OH
| |
” A S 1 NN Y A A VN
Cliy [y 5% v~ O CH, CH, CH, CH
2 T CH; CH; CH; CH, 3 E 3 E
CH, Chls
y-tocoferol 6-tocoferol

Figura 1.5-3. Estructura quimica de los tocoferoles.
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Son hidrolizados en el intestino delgado, emulsionados con los acidos biliares, transportados en
el torrente sanguineo por las lipoproteinas de baja densidad, almacenados en el higado y
eliminados a través de la bilis y orina. A pesar de que tienen actividad semejante como
captadores de radicales, los ocho vitdameros muestran actividad bioldgica diferente. El a-
tocoferol es el mds potente y el Unico que se retiene en el organismo; esto se debe en parte a la
seleccidon especifica del RRR-a-tocoferol y a su baja tasa de eliminacién y degradacién

(Leonarduzzi et al., 2010).

Los efectos celulares de la vitamina E no solo se basan en la actividad antioxidante como
disrruptor de cadena; se ha demostrado que regula significativamente diversas vias de
sefializacion, asi como la expresiéon genética celular. Contribuye a mantener la funcién vy
comportamiento celular dentro del rango fisioldgico, puede proteger frente la proliferacion
celular anormal, pero especialmente puede revertir los procesos inflamatorios (Devaraj and

Jialal, 2005; Tiwari and Cummins, 2009; Miyazawa et al., 2009; Gohil et al., 2010).

El nivel de tocoles en un determinado producto alimentario terminado depende de las
operaciones y las condiciones en que se ha elaborado (Tiwari and Cummins, 2009). Durante el
almacenamiento se reduce el contenido de vitamina E en los alimentos (Mian et al., 2009)
debido a la oxidacion, exposicidn a altas temperaturas y humedad, luz solar y a la accién de
microorganismos. De acuerdo con Charlton y Ewing (2007) (Mian et al., 2009), la vitamina E es
estable a los acidos, calor, y humedad, pero inestable a la oxidacién (acelerada por calor), luz UV,
alcalis, Cloro, humedad, micotoxinas, grasa rancia, trazas de minerales como Cobre, Zinc,

Manganeso, Hierro y sales de Plomo.

1.5.4. Productos de las reacciones de Maillard.

La reaccidn de Maillard consta de tres etapas (Valls-Bellés et al., 2005; Yilmaz and Toledo, 2005):

a) Se produce la condensacidn entre un compuesto carbonilico y un grupo amino en medio

acido, a partir de la cual se generan una serie de compuestos denominados de Amadori.

b) Los compuestos de la primera etapa se descomponen, dando lugar a moléculas volatiles

y no volatiles de bajo peso molecular.
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c) En la tercera etapa, muchos de los compuestos formados durante la etapa intermedia,
como derivados enaminol, analogos de azucar de bajo peso molecular y productos
carbonilicos insaturados sufren reacciones de polimerizacién, dando lugar a los

compuestos de alto peso molecular Ilamados melanoidinas

Los productos hidrosolubles del pardeamiento no enzimatico generados durante el tratamiento
térmico ejercen un efecto como captadores de radicales (Plaza et al., 2010). Esta actividad
antioxidante es proporcional al grado de pardeamiento (Yilmaz and Toledo, 2005; Tubaro, 2009)
y tiene una correlacidn estrecha con los productos derivados de las etapas intermedias y tardias

y con el tipo de azucar involucrado en la reaccidn (Chen and Kitts, 2011).

Se han propuesto diversos mecanismos para explicar la actividad antioxidante de los PRM como
la inactivacién de los radicales libres lipidicos, la inhibicion de la formacién de perdxidos, la
habilidad de los PRM de captar tanto los iones metalicos como los catalizadores de las

reacciones de primer orden y la accién como trampas de oxigeno (Yen et al., 2005).

El tratamiento térmico de los alimentos incrementa el pardeamiento, acelera la formacion de
melanoidinas de alto peso molecular (85-232 kDa) e incrementa significativamente los valores
de CA (Brudzynski and Miotto, 2011), este efecto se relaciona con la temperatura y tiempo de
tratamiento (Serpen and Gékmen, 2009). Las melanoidinas estan presentes en alimentos de
amplio consumo como en el pan, cocoa, café, alimentos fritos, entre otros, y su ingesta diaria

puede llegar a ser considerable (Saura-Calixto and Goifii, 2009).

Las reacciones de Maillard son esenciales para el desarrollo de colores y sabores en los
alimentos, pero causan una reduccion del valor nutritivo. Otros efectos negativos de los PRM en
la salud humana si son consumidos como parte de la dieta son la formacidon de compuestos
mutagénicos y carcinogénicos. También ha sido demostrado el efecto citotdxico tanto en células
intestinales humanas normales como en lineas celulares especificas (Hongsprabhas et al., 2011).
La potencia de este efecto es superior en las fracciones de mayor peso molecular y también

depende del tiempo de exposicidén, concentracidn y la fuente de azucares (Jing and Kitts, 2000).

Los PRM también pueden ser considerados como fibra dietética y como tal no son absorbidos en
el intestino delgado y son al menos parcialmente degradados por microorganismos intestinales

(Goni et al., 2009).
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1.5.5. Compuestos fenolicos.

Los fenoles o polifenoles, son “metabolitos secundarios” que se sintetiza exclusivamente en
plantas y microorganismos, son considerados como los principales antioxidantes en los
alimentos. Se los encuentra en forma de lignina y otros polimeros estructurales, o como fenoles
con funcidn protectora frente a estreses ambientales (excesos de luz, temperaturas extremas,
radiacion UV, patdgenos, herbivoros, ozono), actian neutralizando el estrés oxidativo a través

de la captacién o “detoxificaciéon” de las especies reactivas de oxigeno.

Desde la perspectiva humana, se sabe que los fenoles dietarios afectan favorablemente la salud.
Se han realizado estudios sobre las propiedades quimicas y farmacolégicas de los compuestos
fendlicos presentes en frutas, hortalizas, cocoa, vino y té, ente otros alimentos. Aunque no son
considerados como nutrientes, existe evidencia de que contribuyen a la quimioprevencion de
diversas afecciones humanas, incluida la enfermedad coronaria (Gendron et al., 2010) y ciertas
clases de cancer (Grace, 2005). Tienen un rol especifico en la inhibicién de los estadios iniciales
de desarrollo, promocion y progresién de tumores (Liu et al., 2008; Beecher, 2003; Cook and
Samman, 1996), ejercen actividad antiaterogénica y evitan la agregacidn plaquetaria al prevenir
la modificacién oxidativa de las lipoproteinas de baja densidad, por ello su consumo en la dieta
normal les relaciona con un efecto profilactico, mas que curativo, que impacta en la reduccién
de la mortalidad por enfermedades coronarias en diversos estudios poblacionales (Arts and

Hollman, 2005; Zamora-Ros, 2012).

Se postula que atenuan el dafio al higado inducido por el consumo crénico de alcohol
disminuyendo la actividad de la alanin-aminotransferasa y la aspartato-aminotransferasa séricas,
mediante una mejora de la expresién de genes que codifican antioxidante estratégicos y una

subsecuente supresion del estrés oxidativo (Giriwono et al., 2010).

En modelos animales se ha demostrado el potencial terapéuco para curar el sindrome
cardiometabdlico inducido por dietas con elevado contenido lipidico ya que modula la expresién
de diversas proteinas involucradas en la aparicion del estés oxidativo, la inflamacién la
resistencia a la insulina, la esteatosis hepatica y la hipertensién (Sharma et al., 2010; Chuang and
Mclntosh, 2011; Muthuraman et al., 2011); despliegan perfiles transcriptomicos en el higado,
bazo y corazén de ratones relacionados con la regulacién o inactivacion de mas de 27 genes que

los relacionan con la reduccién de enfermedades cardiovasculares (Leow et al., 2011).
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Los compuestos fendlicos incluyen una amplia gama de compuestos sintetizados a partir de
carbohidrados a través del ciclo de shikimate. Se caracterizan por que en estado puro son
dificiles de disolver en agua pero las interacciones en las que participan en estado natural hacen
posible cierta solubilidad en medio acuoso; su peso molecular varia entre 500 a 3-4000; poseen
entre 12-16 grupos fendlicos y 5-7 anillos aromaticos por masa molecular relativa de 1000; y
ademas, tienen la propiedad de precipitar algunos alcaloides, gelatina y otras proteinas en

solucién (Haslam, 1999)

De acuerdo al numero de anillos fendlicos que contienen y segun los elementos estructurales

que los unen, los polifenoles se dividen en 5 clases (D’Archivio et al., 2007).

a) Flavonoides.

De los mas de 8.000 polifenoles, se han identificado 4.000 flavonoides (Harborne et al., 1999);
en se muestra su clasificacidon. Son compuestos de bajo peso molecular, que consisten en quince
atomos de carbono ordenados en una configuracién C6-C3-C6. La estructura consiste en dos
anillos aromaticos unidos por un enlace carbono 3, usualmente en la forma de un anillo
heterociclico. Las sustituciones en los anillos pueden incluir oxigenacién, alquilacién,
glicosilacion, acilaciéon y sulfonacion y dan lugar a las diferentes clases de flavonoides
(Balasundram et al., 2006). Son especialmente importantes por tener un elevado potencial redox
lo que los hace agentes reductores, donadores de hidrégeno y captadores de oxigeno singlete,
adicionalmente tienen potencial como quelantes de metales (Tsao and Yang, 2003). Son los
fitoquimicos mas comunes, se les encuentra en frutas y hortalizas en concentraciones que varian
por factor diversos factores como los ambientales, condiciones de cultivo, clima,
almacenamiento, condiciones de preparacién (Caridi et al., 2007). Se pueden dividir en tres

clases de flavonoides:

Flavanonas Se caracterizan por la presencia de una cadena saturada de tres carbonos y
un atomo de oxigeno en posicién C4. Generalmente estan glicosilados por un disacarido
en la posicidn C7. Solo en las frutas citricas se encuentran en altas concentraciones, pero
también se presentan en los tomates y ciertas plantas aromaticas como la menta. Las
principales agliconas son la naringenina (pomelos), hesperetina (naranjas), eriodictiol

(limones) (Ignat et al., 2011).
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Isoflavonas. Son estructuralmente semejantes a los estrégenos (p. ej. Grupos en las
posiciones C7 y C4, como el estradiol). Se les encuentra en alimentos de origen vegetal
en forma de aglicona y como acetil- o malonil, etc., B-glucdsidos. Tienen efectos
estrogénicos atribuidos a las similigtudes con la estructura del B-estradiol, se les llama

“fitoestrégenos” (Klejdus et al., 2007; D’Archivio et al., 2007).

Antocianinas. Son pigmentos hidrosolubles de color rojo, purpura, o azul dependiendo
del pH sintentizados por la via del ciclo fenilpropanoide. Se encuentran en todos los
tejidos vegetales incluyendo hojas, tallos, raices, flores y frutos. Se les conoce como
antocianididas cuando estdn en su forma glicosidada (unidas a una o varias unidades de

glucosa, galactosa, ramnosa o arabinosa).

La estructura consisten en un anillo aromatico ligado a un anillo heterociclico que
contiene oxigeno que a su vez esta unido por un enlace C-C a un tercer anillo aromatico
(Konczak and Zhang, 2004). Las mas abundantes son la pelargonidina, cianidina vy
delfinidina, se encuentran en el 80% de las hojas pigmentadas, en el 69% de las frutas y
50% de las flores. Las antocianinas aisladas son muy inestables y susceptibles a la
degradacion (Giusti and Wrolstad, 2003). Actuan como antioxidantes por la donacion

de Hidrégeno a radicales altamente reactivos (lversen,
1999), su potencial depende del nimero y disposicidn de los grupos hidroxilo y del grado
de conjugacién estructural, asi como de la presencia de sustituyentes donadores o

aceptores en el anillo (Lapornik et al., 2005).

b) Acidos fendlicos.

Constituyen una tercera parte de los fenoles de la dieta, estdn presentes tanto libres como
ligados (Robbins, 2003). Los ligados se unen por medio de enlaces ester, éter o acetal a diversos
componentes vegetales (Zadernowskiet al., 2009). Los acidos fendlicos se clasifican en (Bravo,
1998):

Derivados del acido hidroxibenzéico. Incluye los dacidos, galico, p-hidroxibenzdico,

protocatequico, vanillico y siringico que tienen en comun la estructura C6-C1.
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Derivados del acido hidroxicinamico. Son compuestos aromaticos con una cadena
lateral de tres carbonos (C6-C3), los mas comunes son los acidos caféico, ferulico, p-

cumarico y sinapico.

c) Taninos.

Son compuestos de alto peso molecular que constituyen otro tercio de los compuestos
fendlicos; se subdividen en hidrolizables y taninos condensados (Porter, 1989). Poseen
estructuras complejas y variables, funcionan como quelantes de metales, agentes precipitantes

de proteinas y antioxidantes biolégicos (Hagerman, 2002).

Proantocianidinas (taninos condensados) Los mas estudiados son los basados en flavan-

3 oles, (-)-epicatequina y (+)-catequina.

Taninos Hidrolizables Son derivados del acido gélico (acido 3,4,5 trihidroxibenzdico). El
acido galico se encuentra esterificado a un poliol central, y los grupos galoil pueden estar
adicionalmente esterificados para formar taninos hidrolizables mas complejos

(Hagerman, 2002).

d) Estilbenos.

Se encuentran en pequefias cantidades en la dieta humana, el mas importante es el resveratrol
en forma glicosidada ya sea como isémero cis o trans (Delmas et al., 2006). Plantas como las

uvas, bayas y cacahuetes lo sintetizan en respuesta a condiciones estresantes (Bavaresco, 2003).

e) Lignanos.

Se producen por dimerizacion oxidativa de dos unidades fenilpropano; estan presentes en forma
libre en la naturaleza, la forma glicosidada es menos frecuente. Tiene aplicaciones potenciales

en la quimioterapia del cancer y otros efectos farmacoldgicos (Saleem et al., 2005).

Los polifenoles hidrofilicos son los mas comunes en alimentos con alto contenido de humedad
(frutas, hortalizas, té, café, vino); mientras que en aceites y grasas vegetales, estan
representados mayoritariamente por monofenoles, siendo el tocoferol (Vitamina E) el principal

de ellos (Roginsky and Lissi, 2005).
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Exhiben una considerable variacidn con respecto a su localizacién tisular y subcelular. Por
ejemplo, sustancias como los flavonoides y acidos hidroxicindmicos son sintetizados en el
citoplasma y pueden ser transportados hacia la vacuola en forma de glicésidos o conjugados de
glutatién; al mismo tiempo se encuentran en mayor concentracién en las vacuolas de las células

epidermales, pero también se presentan en las de las células del meséfilo (Grace 2005).

Una elevada cantidad de fenoles estan asociados con la matriz de fibra, convirtiéndose en un
sustrato fermentable para la microflora bacteriana; los polifenoles constituyen entre 1,4 al 50 %
(m. s.) de la fibra dietética insoluble en frutas, hortalizas y cereales, y del 2,9 al 62,8 % de la fibra

dietética soluble en bebidas comunes (Gofii et al., 2009).

En general todos fenoles son excelentes antioxidantes dada la presencia del grupo hidroxilo
fendlico “acidico” como donador de electrones. Los grupos o-Dihidroxi en el anillo B, la presencia
de un doble enlace C 2-3 en conjunto con un 4-oxo en el anilo C, y grupos hidroxilo 3-y 5-y la
funcidn del 4-oxo en los anillos A y C estdn asociados con la actividad antioxidante. Los grupos
fendlicos pueden captar directamente intermediarios de oxigeno daiiinos e inactivarlos sin
promover reacciones oxidativas posteriores. Los acidos fendlicos parecen ser antioxidantes mas

activos que los derivativos hidroxi del dcido benzdico (Velioglu, 1998).

1.5.6. Polifenoles y capacidad antioxidante.

La actividad antioxidante de los alimentos estd en estrecha relacidn con la composicion
cualitativa y cuantitativa de las sustancias antioxidantes; y la composiciéon puede ser tan diversa
como es la diversidad taxondmica del reino vegetal. Asi, se encuentran variaciones entre
familias, géneros, especies, e incluso diferentes variedades o cultivares de una misma especie
pueden exhibir una composicion de polifenoles y actividades antioxidantes diferentes (Cao, Sofic

and Prior, 1996; Jin-wei et al., 2005).

Independientemente de que los compuestos fendlicos desplieguen una mayor CA que las
vitaminas y los carotenoides tanto in vivo como ex vivo (Pulido et al., 2003); los extractos con
elevado contenido fendlico han demostrado una CA comparativamente superior a la de

antioxidantes puros como el a-tocoferol y el BHT (Maisuthisakul et al., 2007).
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Se sabe que en las hortalizas y frutas predomina la actividad antioxidante hidrofilica respecto a
la lipofilica y que solo en casos como el aguacate y algunas bayas predomina la segunda. Los
constituyentes responsables de la actividad antioxidante lipofilica son los carotenoides vy
tocoferoles, mientras que los compuestos fendlicos y las antocianinas son los principales
constituyentes antioxidantes en los extractos hidrofilicos (Teow et al., 2007). Toor and Savage
(2005) (en Ma et al, 2011) los fenoles hidrofilicos llegan a constituir un 78 a 87 % de los fenoles

totales presentes en las pulpas de tomate.

La estrecha correlacion positiva entre los fenoles totales y la CA medida medida por los métodos
ABTS, DPPH, FRAP y ORAC en extractos acuosos ha sido ampliamente referida (Netzel et al.,
2007; Khanizadeh et al., 2008; Vieira et al., 2009; Andre et al., 2009; Kunradi et al., 2011); se
conoce también que el contenido de flavonoides guarda una relacion estrecha con la CA; pero
no el contenido de antocianinas, esto ultimo debido en parte a su baja concentracién en los
alimentos (Tsao et al., 2005). Al elucidar la contribuciéon de fenoles individuales a la CA de
algunos extractos, se observa que son los acidos fendlicos los mayores contribuyentes, tal es el

caso del acido clorogénico cuando se encuentra presente (Maisuthisakul et al., 2007).

En extractos acuosos de diferentes fracciones de alimentos vegetales ha sido observada una
contribucidn superior de los fenoles a la CA in vitro que la del resto de antioxidantes (Ma et al.,
2011; Landbo and Meyer 2001; Maisuthisakul and others 2007; Abu Bakar and others 2009); la
vitamina C ha sido reportada como un contribuyente menor a la CA de frutas comunes y la
contribucidn de los carotenoides puede llegar a ser despreciable; Saura-Calixto and Gofii, 2006).
En extractos metandlicos la correlacidn de la CA y el contenido de fenoles totales también ha

sido confirmada; no asi en el caso de la vitamina C (Hanson et al., 2006)

No siempre se han encontrado correlaciones positivas entre la concentracion total de estos
compuestos y la capacidad antioxidante medida en fuentes vegetales y/o sus extractos. Algunos
casos son el de diversas hierbas medicinales; de vegetales altos en antocianinas (bayas, cebollas
y cascarillas de pipas de color rojo); manzanas (Kdhkénen et al., 1999) y el de algunos cereales
(Pelegrini et al., 2006). Los autores sefialaron como posibles explicaciones, la presencia de
diferentes clases de compuestos fendlicos que no siempre son extraidos o cuantificadas en su
totalidad a través del método de eleccién (Folin-Ciocalteau); asi como la presencia de otras

sustancias biofuncionales ademas de los polifenoles (Sun et al., 2002).
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Los efectos bioldgicos dependerdn de la baja biodisponibilidad de las sustancias polifendlicas
(Porrini and Riso, 2008; Benzie and Wachtel-Galor, 2011); se estima que la cantidad de
polifenoles no extraibles es casi el doble de los extraibles y que alrededor del 48 % de los
polifenoles dietarios son accesibles en el intestino delgado, mientras que el 42 % se hacen
accesibles en el intestino grueso. Aun asi, los efectos metabdlicos son significativos debido al

alto consumo y a la potencia de la CA (Saura-Calixto et al., 2007).
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2. CAPACIDAD ANTIOXIDANTE DE LA DIETA ESPANOLA.

2.1. Generalidades sobre la dieta Mediterranea.

El término “dieta Mediterranea” fue acuifiado en torno a la década de 1960 y se refiere a
patrones de alimentacidn especificos de algunos territorios Mediterrdneos, como Creta, otras

regiones de Grecia, Espana y el Sur de Italia.

En general, la dieta Mediterrdnea tradicional se caracteriza por un alto consumo de frutas,
hortalizas, cereales, patatas, pollo, judias, nueces, pescados magros, productos lacteos,
pequefias cantidades de carne roja, y de aceite de oliva como una fuente importante de grasas
(Fig. 2.1-1). También se incluye un moderado consumo de vino tinto o blanco (p.e. mas de 100 a
200mL por dia) casi siempre durante las comidas. Aunque la ingesta de leche es moderada, el

consumo de queso y yogurt es elevado.

Piramide de la Dieta Mediterranea: un estilo de vida actual Medida de la racion basada
Guia para la poblacién adulta en la frugalidad y habitos locales

T Vino con moderacion y
respetando las costumbres

Patatas < 3r

Carnes procesada:
Huevos 2-4r
egumbres = 2r

Derivados lacteos 2r
(preferir bajos en grasa)

\jo / Cebolla
sal anadida)
d de aromas

B _ Frutas 1-2 | Verduras = 2r Aceite de oliva
E & Variedad de colores / texturas Pan / Pasta / Arroz / Cuscus /
g (Cocidas / Crudas) Otros cereales 1-2r
g (preferir integrales)

Agua e infusiones de
hierbas

Biodiversidad y estacionalidad

Elusoy la promeocién de esta pirimide se recomienda sin ninguna restriccién

© 2010 Fundacion Dieta Mediterranea

Actividad fisica diaria

Descanso adecuado Productos tradicionales, locales
Convivencia y respetuosos con el
medio ambiente
Actividades culinarias
Edicidn 2010 r=Racion
‘undacio FORUNON 4
Fundacion . T \ IHEAM
Dieta Mediterranea F00D CULTURE 0 I

Figura 2.1-1. Pirdmide de la dieta Mediterranea (Fuente FDM, 2010).
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Esta dieta es baja en grasas saturadas (< 7-8 % de la energia diaria), con una cantidad total de
grasa que fluctda entre el 25 a 35 % de los requerimientos diarios de energia. La proporcién de

acidos grasos monosaturados a saturados es mayor de dos.

El aceite de oliva, es una fuente rica de dacidos grasos monoinsaturados y es el principal
componente de la dieta Mediterranea. Adicionalmente, las nueces (también tipicas de la dieta
Mediterranea), tienen un perfil de acidos grasos favorable y son una fuente rica de nutrientes y
otros componentes bioactivos como la fibra, fitosteroles, acido fdlico y antioxidantes (Kouris-

Blazos et al., 1999).

Los patrones alimentarios espanoles sufrieron cambios dramaticos entre 1960 y 1980. La
tendencia cambid en los 1990, y recientemente (2010) dentro del estudio prospectivo europeo
sobre nutricion y cancer (EPIC) fue evaluada la adecuacion de la ingesta dietética de una
subpoblacién espafiola a las ingestas recomendadas y objetivos nutricionales con los siguientes

hallazgos (Molina-Montes et al., 2012):

- Un 10 a 15 % de la poblacion estudiada excede la ingesta recomendada de energia, de
lipidos (principalmente los 4cidos grasos saturados y el colesterol), y de proteinas (95 %
de la poblacién estudiada); mientras que los carbohidratos y la fibra se encuentran por
debajo de los valores de referencia. Esta tendencia es comun a ambos sexos y a todos

los grupos de edad.

- Las ingestas recomendadas de micronutrientes no son cubiertas en los casos del
magnesio, hierro, vitamina A, D y E. La ingesta de magnesio es mas elevada entre
hombres pero fue inferior a la recomendada en ambos sexos y en todos los grupos de
edad; las deficiencias son mas notorias para el hierro (mujeres). Respecto a las
vitaminas, el total consumido de vitamina A fue menor a edades mas avanzadas. Se
encontré una reduccidn marcada en el consumo de vitamina D y E, esta ultima
disminuye en mayor magnitud y cae por debajo de las recomendaciones en mujeres
mayores de 50 afos. La ingesta media de vitamina D tampoco cubre las

recomendaciones.

36



Introduccion

- En general, las recomendaciones fueron cubiertas para la mayoria de nutrientes
(vitaminas C, B, By, y hierro en los hombres). Entre un 50 a 78 % de la poblacién
analizada tiene consumos por encima de las recomendaciones para las vitaminas B, y Bg
y solo una pequena proporcidon mostré un riesgo moderado de inadecuacion nutricional
(7 % para la vitamina B,, y para la vitamina Bg un 3 % de los hombres y un 13 % de las

mujeres) (Capita et al., 2006).

Los rapidos procesos de urbanizacién y la creciente proporcion de mujeres en las fuerzas de
trabajo han dado lugar a los cambios descritos en los patrones alimentarios en las ultimas
décadas. Aunque la mujer espafiola prefiere cocinar a pesar de la escasez de tiempo (Kantar
Worldpanel, 2012); es un hecho demostrado que la reduccion del tiempo disponible para la
organizacién de la alimentacion familiar provoca una tendencia a sustituir las preparaciones
tradicionales por comida rapida y de conveniencia (Jabs et al., 2007). Por otra parte, algunos de
los cambios tienen un impacto positivo, como son el incremento en la variedad de la dieta y el

acceso a los alimentos.

En la actualidad, las personas entre 40-60 afos no cubren las recomendaciones de consumo de
la mayoria de alimentos que constituyen la base de la alimentacién mediterranea, y es en la

poblacién entre 60-70 afios en donde existe el mayor grado de adherencia (Villalén et al., 2012)

De esta manera, la dieta espafiola se ha alejado paulatinamente del tradicional patrén
alimentario Mediterraneo. Los patrones alimentarios actuales evidencian un mayor consumo de

productos de origen animal: carne, pescado, leche y productos lacteos (Aranceta, 2001).

Esta transicion, ha motivado el surgimiento de iniciativas de mejora dirigidas a incrementar la
adherencia de la poblacidn a la dieta tradicional. En una de estas experiencias se observé que al
intervenir durante 12 meses en el comportamiento alimentario a través de charlas
motivacionales individuales, sesiones grupales y la provision de alimentos clave de la dieta
Mediterranea (aceite de oliva y frutos secos) se consiguié modificar favorablemente el patron
alimentario global individual hacia una mejora en los habitos dietarios de los 1.511 participantes

adultos con edades entre 55 a 60 afios reclutados en hospitales espafioles (Zazpe et al., 2008)-
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En los datos del consumo alimentario en el hogar que publica el Ministerio de Agricultura Pesca
y Alimentacion (Tabla 2.1-1) se puede observar que la dieta espainola actual es especialmente
rica en una amplia variedad de frutas y hortalizas. Las bebidas alcohdlicas mas consumidas son el
vino y la cerveza, mientras que el café, zumos de frutas y colas son las principales bebidas no

alcohdlicas y el aceite de oliva es la principal fuente de grasa (MAPA, 2011).

Tabla 2.1-1. Consumo alimentario en hogares espafioles durante el afio 2011.

Consumo Proporcion del
Grupos de Alimentos y proporcion consumida por grupo Per capita consumo total
alimentos (%) (g m. h./dia) per capita (%)
Total consumo 1807,9
alimentario
Carne Carne vacuno (12,5%), pollo (27,6%), carne ovino/caprino 144,4 7,9

(4%), carne cerdo (20,4%), carne congelada (3,3%), carne
transformada (23,17%), otros (9,05%)

Pesca Pescados frescos (44,3%), pescados congelados (12,2%), 73,4 4,0
mariscos/moluscos/crustaceos (28,0%), cons.
pescado/molusco (15,6%).

Huevos Huevos (100%). 22,47 1,2
Leche Leche liquida (65,8%), yogurt (8,8%), bifidus/leches 310,4 17,2
fermentadas (5,4%), queso (7,1%), resto derivados lacteos
(12,37%).
Azucar Azlcar (100%) 10,9 0,6
Cereales Pan (100,0%). 97,5 5,4
Hortalizas Patatas frescas (26,4%), tomates (17,9%), cebollas (8,7%), 234,0 12,9

lechuga/escarola/endivia (5,6%), pimientos (5,8%), judias
verdes (2,8%), coles (2,2%), otros (30,62%).

Frutos secos 0,9 0,05
Frutas Naranjas (19,7%), mandarinas (6,6%), limones (2,23%), 278,1 15,4
platanos (10,9%), manzanas (11,8%), peras (6,9%),
melocotones (4,3%), fresas/fresén (2,5%), meldon (8,6%),
sandia (7,5%), ciruelas (1,7%), cerezas (1,6%), uvas (2,4%),
kiwi (3,0%), otros (10,44%).

Legumbres Legumbres (100%) 8,7 0,5

Bebidas Vinos tranquilos D.O. (2,2%), espumosos/cavas D.O. 386,4 21,4
(0,4%), vino de mesa sin D.O. (3,6%), otros vinos (0,52%),
cervezas (12,3%), sidra (0,2%), bebida con vino (0,8%),
agua de bebidas envasadas (37,2%), bebidas alcohdlicas
alta graduacion (0,7%), bebidas refrescantes y gaseosas
(33,6%), zumo y néctar (8,5%), café (1,24%), te/infusiones
(0,22%), cacao (0,32).

Aceites Aceite de oliva (72,6%), aceite de girasol (25,26%), otros 36,4 2,0
vegetales (2,11%).
Resto de alimentos 74,6 11,3

Fuente: MAPA, 2011.
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2.2. Alimentos con mayores tasas de capacidad antioxidante.

Los alimentos de origen vegetal generalmente contienen una mayor cantidad de antioxidantes
que los alimentos de origen animal. En la Tabla 2.2-1 se presenta la contribucion de alimentos de

origen vegetal de consumo frecuente a la ingesta de diversos compuestos antioxidantes.

Alimentos como los condimentos y hierbas aromaticas, las hierbas y plantas medicinales, y las
vitaminas y suplementos dietéticos incluyen a los alimentos mas ricos en antioxidantes. Los
alimentos como bayas y sus productos derivados, las frutas y zumos de frutas, las nueces y
semillas, los cereales para el desayuno, los chocolates, las bebidas y las hortalizas junto con sus
productos derivados, incluyen a los alimentos y bebidas con una cantidad de antioxidantes que
varia de media a alta. Mientras que la cantidad de antioxidantes de los aceites vegetales es

comparativamente baja (Saura-Calixto and Goii, 2006; Carlsen et al., 2010; Floegel et al., 2011).

La mayoria de las especias o condimentos y las hierbas aromaticas tienen contenidos de
antioxidantes altos. Aunque en términos de cantidad consumida estos alimentos aportan poco a
la alimentacién diaria, siguen contribuyendo de manera importante al consumo de
antioxidantes, especialmente en culturas alimentarias en donde las especias y hierbas son
usadas con regularidad. La mayor concentracidon de antioxidantes que se aprecia en diversas
hierbas deshidratadas respecto a las frescas, es un efecto normal del proceso de secado que
mantiene la mayoria de antioxidantes intactos en el producto final. Esta tendencia también ha
sido reconocida en algunos frutos y en sus contrapartes deshidratadas. Por lo tanto, las hierbas y

frutas secas son excelentes fuentes de antioxidantes (Divya et al., 2012).

Las hierbas y plantas medicinales tradicionales también son productos con concentraciones altas
de antioxidantes. Se ha especulado que la presencia de potentes antioxidantes asociados a
diversas plantas es un factor que contribuye a las propiedades curativas. Un ejemplo es “Sangre
de dragdn”, una mezcla peruana de savia de troncos de tres variedades de la especie Croton
lechleri. Sus propiedades incluyen la curacién de heridas, antifingico, antiséptico, antiviral y
antihemorragico. Los principales constituyentes de esta savia son las proantocianidinas. Los
estudios han mostrado que limitan la transcripcion de un amplio rango de citocinas
proinflamatorias, también es un mediador y acelerador de la sanacion de Ulceras estomacales

(Saffi et al., 2006).
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Tabla 2.2.-1 Contribucidn de alimentos de origen vegetal a la ingesta de antioxidantes.

Grupo

Flavonas

Flavonoles

Flavanonas

Flavan-3-ols

Antocianidinas

Acidos fenélicos

Vitamina C
Vitamina E
B-caroteno
Selenio

TEAC

TRAP

FRAP

ORAC

Fenoles totales

Compuesto

Apigenina
Luteolina
Rutina

Quercetina

Kaempferol
Isoramnetina
Mirecetina

Eriodictial
Hesperitina
Naringenina
Taxifolina

Catequina
Epicatequina
Galocatequina
Epigalocatequina
Epicat. Galato
Epigaloc. Galato

Cianidina
Delfinidina
Malvidina
Pelargonidina
Peonidina
Petunidina
Isoflavonas
Proantocianidinas

Acido fenélico
Acido caféico
Acido galico
Acido clorogénico

Alimento

Perejil, vino, puerro
Pimiento rojo, naranja, melén
Piel de tomate, vino tinto

Cebolla, lechuga, broccoli, aceituna, okra, calabacin, té,

vino tinto, ardandanos

Verduras (endivia, brécoli, té negro), espinaca, cebolla,

Cebolla, eneldo, Apio
Tomate, perejil, uvas, arandanos, vino tinto

Zumo de limén, zumo de naranja

Naranja, zumo de naranja y de limén
Naranja, tomate, zumo naranja, vino tinto
Citricos

Manzana, durazno, uva

Manzana, durazno, uva, vino tinto
Lentejas, uvas, té, vino, cerveza
Durazno, manzana, té

Uvas, té, higos

Durazno, té verde y negro, manzana

Cereza, fresa, frambuesa, uva manzana, durazno

Berenjena, platano, vino

Vino tinto, uvas tintas

Fresa, cereza, manzana

Cereza, vino

Vino, vinagre

Judias secas, garbanzos, lentejas
Uvas, durazno, pera, vino tinto

Trigo, maiz, tomate, espinacas, esparragos
Uvas blancas, vino blanco, tomate, espinacas,
esparragos

Té

Manzana, pera, cereza, ciruela, melocotdn,
albaricoque, tomate

Naranja, pimiento, tomate

Aceite de oliva, aceitunas, tomate
Zanahorias, tomate, meldn

Pan, arroz, queso madurado

Naranja, tomate, pimiento, vino tinto
Naranja, tomate, pimiento, vino tinto
Naranja, tomate, pan

Manzana, naranja, patata

Naranja, tomate, patata

Fuente: Valls-Bellés et al., 2005; Dilis and Trichopoulou, 2010.
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Otra hierba medicinal extremadamente antioxidante es la Trifala, una formulacion herbal
Ayurvédica originaria de la India que muestra actividad antiinflamatoria (Rasool and Sabina,
2007), antibacterial y sanadora de heridas (Deep et al., 2005). Se ha demostrado que Arjuna,
otra fdrmula Ayurvédica, posee actividades benéficas para la salud (Manna et al., 2007; Devi et

al., 2007).

Las bayas y sus productos derivados son excelentes fuentes de antioxidantes como flavonoides,
antocianinas, taninos, estilbenos, acidos fendlicos, lignanos y acido ascdrbico (Maatta-Riihinen
et al., 2004; Paredes-Ldpez et al., 2010, Tabart et al., 2011). El contenido de fitoquimicos de las
bayas varia con las condiciones geograficas del cultivo, y entre cultivos (Scalzo et al., 2005), pero
la aplicaciéon de tratamientos térmicos doméstico (congelacién, horneado, coccién en
microondas o con vapor y fritura) no alteran la concentracién de antioxidantes ni la capacidad

antioxidante (Murphy et al., 2009).

Las nueces también son fuentes de antioxidantes, principalmente flavonoides concentrados en
el pedicelo. Los frutos que conservan esta estructura presentan un mayor contenido de
antioxidantes (Chen et al., 2005). En el caso de los pistachos, las concentraciones de flavonoles y
antocianinas del pedicelo, son reducidas por tratamientos térmicos destinados a mejorar la
apariencia de frutos defectuosos. Esta practica ademds de resultar ilegal, es contraproducente,

pues afecta la calidad bioldgica del producto (Navindra et al., 2006).

Después del agua, el té y el café son las bebidas mas consumidas en el mundo. Aunque los
patrones de consumo varian entre los paises. Como resultado del alto contenido de
antioxidantes y el consumo frecuente, el café y el té son importantes fuentes de antioxidates en

diversas dietas.

La capacidad antioxidante de las infusiones de café se atribuye a antioxidantes naturales
(principalmente fenoles derivativos del acido clorogénico), y a los antioxidantes inducidos
durante el tostado como las melanoidinas y otros productos de las reacciones de Maillard
(Niseteo et al., 2012). Sin embargo, la cantidad y tipo de compuestos ingeridos a partir de la
bebida cambia segun la variedad de café, el grado de tostado, el método de elaboracién y el
tamafio de la porcién servida (Ludwig et al., 2012). Tanto el acido clorogénico, sus derivativos y
la fibra dietaria del café (incluyendo las melanoidinas) pueden reducir el riesgo de cancer colon-

rectal, incrementando la motilidad y el estatus antioxidante del colon (Vitaglione, et al., 2012).

41



Introduccion

En el té verde, se encuentran sustancias biofuncionales como el acido gélico, flavonoides como
las catequinas monoméricas, el galato de epigalocatequina, la epigalocatequina, el galato de
epicatequina y la epicatequina. En el té negro adicionalmente a la quercetina y los flavonoles,
predominan las catequinas polimerizadas, teaflavina, teaflavina 3,3’digalato y el tearubindgeno,
y dos alcaloides: cafeina y teobromina (Serpen et al., 2012). La potencia de los tés depende de
los flavonoides predominantes, del tipo de cultivar y del método de procesamiento. La
operacion de aireado para la produccidn del té negro reduce significativamente el contenido de

fenoles totales, el perfil de catequinas y la capacidad antioxidante

Es interesante, que el contenido de antioxidantes en la leche materna es comparable al de zumo
de granada, fresas y café y en promedio mayor que el contenido de antioxidantes observado en

las férmulas infantiles disponibles en el comercio (Carlsen et al., 2010).

Los posibles efectos benéficos del chocolate han sido estudiados durante varios afios. Los
resultados muestran una alta correlacidon entre el contenido de cacao y el contenido de
antioxidantes, lo que esta de acuerdo con estudios previos (Lee et al., 2003). El cacao contiene
elevadas concentraciones de flavonoles, catequinas y procianidinas; esos flavonoides muestran
potente actividad antioxidante y antiplaquetaria tras el consumo. Sin embargo los granos de
cacao de diferentes paises y origenes y los métodos usados para su preparacién pueden influir

sobre los antioxidantes polifendlicos de los productos (Lacroix and Bishop, 2010).

Como ha sido demostrado, la variacion del contenido de antioxidantes es muy amplia. De
manera semejante al contenido de cualquier otro componente alimentario, las cifras pueden
variar por diversas razones, como son las condiciones de crecimiento, los cambios estacionales y
las diferencias genéticas entre cultivares (Scalzo et al.,, 2005), las condiciones de
almacenamiento (Xianquan et al., 2005) y las diferencias en los procesos de manufactura y

procesamiento (Hartman et al., 2008; Ismail and Lee 2005).

Por otra parte, el procesamiento también puede incrementar el potencial de los alimentos como
fuente de antioxidantes incrementando la cantidad de antioxidantes liberados de la matriz
alimentaria que de otra manera no estarian o estarian menos disponibles para la absorcién
(Lindsay and Ashtley, 2005). El procesamiento del tomate en uno de esos ejemplos en donde el
licopeno de la salsa de tomate procesada por calor es mas biodisponible que en el tomate no

procesado (Unlu et al., 2007).
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2.3. Capacidad antioxidante de la dieta espaiola.

La capacidad antioxidante dietaria total puede ser definida como la capacidad antioxidante de
todos los alimentos vegetales y bebidas (alcohdlicas y no alcohdlicas) consumidas diariamente
en una dieta. La capacidad antioxidante dietaria total puede representar la cantidad de unidades
antioxidantes (equivalentes de trolox) presentes diariamente en el tracto gastrointestinal (Saura-

Calixto and Goiii, 2006).

Se ha estimado que la capacidad antioxidante dietaria total en la dieta espafiola es de 6.014 y
3.549 umol de equivalentes de trolox respectivamente para el FRAP y el ABTS (Saura-Calixto and
Goiii, 2006). La contribucién de cada alimento especifico a la capacidad antioxidante dietaria
total depende tanto de la ingesta total, como de la capacidad antioxidante del alimento. Los
contribuyentes mayoritarios de la capacidad antioxidante dietaria total son las bebidas
(alrededor de 68 % - promedio de los valores de FRAP y ABTS) y las frutas y hortalizas (alrededor
del 20 %), mientras que la contribucion de los cereales y de los aceites vegetales es baja. A pesar
de su bajo consumo, las nueces y legumbres representan casi el 8 % de la capacidad

antioxidante dietaria total (6,8 y 22,3 g, respectivamente).

Se ha propuesto que deberian considerarse las dietas en su totalidad cuando se esta
investigando el rol de los antioxidantes dietarios en la salud, ya que los estudios en alimentos
individuales pueden sobreestimar sus efectos potenciales dentro de una dieta completa (Saura-

Calixto and Goiii, 2006).

Los alimentos que se sabe que contienen una elevada capacidad antioxidante pueden contribuir
muy poco a la capacidad antioxidante de las dietas. Por ejemplo, las contribuciones del té y el
aceite de oliva a la capacidad antioxidante dietaria total de la dieta espafiola constituyen tan
solo 2,7 y 0,6 %. El consumo de vino representa alrededor del 14 % de la capacidad antioxidante
dietaria total, y el café es el mayor contribuyente individual (44,5 %) (Saura-Calixto and Gofii,
2006). La alta contribucion del café a la ingesta de antioxidantes en la dieta espafiola fue
reportada previamente (Pulido et al., 2003) y recientemente demostrada de nuevo (Svilaas et
al., 2004) en un estudio de cohorte en Finlandia y Francia (Pérez-Jiménez et al., 2011). También
se considera que el cacao aporta una proporcién importante (9%) a la capacidad antioxidante

dietaria total en Espafia (Martinez and lzquierdo, s/f).
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Respecto a los microconstituyentes alimentarios, la vitamina C, la vitamina E, los compuestos
polifendlicos y los carotenoides son reconocidos como los antioxidantes dietarios mas
importantes. Para la determinacion de la contribucién de esos microconstituyentes alimentarios
a la capacidad antioxidante dietaria total deben ser considerados los siguientes puntos (Saura-

Calixto and Goiii, 2006):

- Lla ingesta diaria de fenoles totales en la dieta espafiola se estimé en 1.171
mg/persona/dia que es considerablemente mayor que la ingesta diaria de carotenoides

(1,67mg), vitamina C (137 mg) y vitamina E (8,6 mg) (Agudo et al, 2007).

- Los compuestos fendlicos presentan mayor capacidad antioxidante in vitro y in vivo que
las vitaminas y carotenoides (Sanchez-Moreno et al., 2000). Los fenoles parecen ser
cuantitativamente los principales antioxidantes dietarios en frutas (Vinson et al., 2001).
Se ha reportado la vitamina C como un contribuyente minoritario a la capacidad
antioxidante de frutas comunes, y como despreciable la contribucién de los
carotenoides (Gardner et al., 2000). La ingesta diaria recomendada de vitamina C (60
mg) mas la ingesta recomendada de vitamina E (12 mg) es equivalente a alrededor de
580 umol de equivales de Trolox (FRAP) y 400 umol de equivalentes de trolox (ABTS).
Esto representa tan solo cerca de 10% de la capacidad antioxidante dietaria total en la

dieta mediterranea espafiola (Pulido et al., 2003).

- La capacidad antioxidante de los alimentos y bebidas se correlaciona fuertemente con el
contenido de polifenoles. Hay una alta correlacidn entre el contenido de polifenoles y la
capacidad antioxidante en alimentos vegetales (FRAP, ABTS) y en las bebidas (FRAP,
ABTS) (Saura-Calixto and Goiii, 2006).

Esos datos sugieren que los polifenoles son cuantitativamente los antioxidantes dietarios mas
importantes. Sin embargo, se postula que los efectos bioldgicos de esas sustancias dependen de
su biodisponibilidad que a su vez esta condicionada por la clase de antioxidante, la preparacién

del alimento, la matriz y otros factores externos (Manach, et al, 2004; Porrini and Riso, 2008).

Se estima que alrededor del 48 % de los polifenoles dietarios son bioaccesibles en el intestino
delgado, mientras que el 42 % se hace bioaccesible en el intestino grueso. Solo pequefas
cantidades (10 %) son inaccesibles y se mantienen como parte de la matriz alimentaria después

de que el proceso digestivo se haya realizado por completo (Saura-Calixto et al., 2007).
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En la poblacion francesa la ingesta de polifenoles en la cohorte del estudio SU.VI.MAX
(SUpplémentation en Vitamines et Minéraux AntioXydants) fue calculada a partir de los valores
presentados en la base de datos Phenol-Explorer que contiene las concentraciones de 502
polifenoles en 452 alimentos. Los mds consumidos fueron los acidos hidroxicindmicos, con una
ingesta cercana a los 600 mg/d. Las proantocianidinas fueron los segundos mas consumidos (227
mg/d) (Pérez-Jiménez et al., 2010). Las catequinas y antocianinas fueron las siguientes mas
consumidas (99 y 57 mg/d, respectivamente) y estuvieron seguidas en orden decreciente por los
flavonoles, acidos hidroxibenzdicos, flavonas, flavononas, teaflavinas y dihidroflavonoles (Pérez-

Jiménez et al. 2011).

La fruta parece ser un tema esencial en la prevencién de enfermedades dietarias, tanto sola o en
algunos casos en combinaciéon con hortalizas, nueces y otros alimentos vegetales. Una razon
posible para los efectos benéficiosos del consumo de frutas puede ser su capacidad antioxidante
y la capacidad de inhibicidn de las lipoproteinas de baja densidad (Saura-Calixto and Goiii, 2006).
En relacidn a este tema Martinez-Gonzélez y colaboradores (2002) encontraron una asociacion
inversa entre el primer infarto agudo al miocardio y el consumo de frutas en la dieta

mediterranea espafiola, pero no con el consumo de hortalizas o legumbres.

Un estudio de poblacién basado en una investigacién prospectiva que involucré a 28.000 adultos
en Grecia, mostré que la adherencia a la dieta mediterranea estaba asociada a una baja
mortalidad total por enfermedades cardiacas coronarias y por cancer. Sin embargo tan pronto
como se indagé por alimentos especificos, solo el consumo de frutas y nueces fue predictivo de

la mortalidad total (Trichopoulou et al., 2006; Tyrovolas and Panagiotakos, 2009).

En un estudio semejante (41.358 sujetos) se concluyé que un alto consumo de fruta fresca, y de
hortalizas de raices y frutos se asocia con una mortalidad reducida; los autores postularon que
esta tendencia resultdé de su alto contenido de vitamina C, provitamina A, carotenoides vy
licopeno. La capacidad antioxidante podria explicar parcialmente el efecto del dcido ascdrbico y

de la provitamina A pero no la asociacidn con el licopeno (Agudo et al., 2007).
Sin embargo, en esta clase de estudios mencionados, existe una debilidad debido a que los
cambios en el contenido de antioxidantes de los alimentos durante el procesamiento industrial o

domeéstico no han sido considerados, ni factores como las condiciones ambientales y de cultivo.
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La heterogeneidad que llegan a presentar los alimentos hace que las bases de datos sobre el
contenido de antioxidantes en alimentos aun estén lejos de ser perfectas (Dilis and
Trichopoulou, 2010a). Incluso tablas tan exhaustivas como Phenol-Explorer adolecen de
limitaciones como la ausencia de datos sobre el contenido de deteminados compuestos en los
alimentos (tearrubiginas) o la presentacion de datos insuficientes (proantocianidinas). También

carece de datos sobre alimentos cocinados (Tarascou et al., 2010).

Aunque parece que los alimentos ricos en antioxidantes son benéficiosos, aun no es clara la
cantidad diaria de antioxidantes necesaria para mantener un buen estado de salud. También
existen evidencias que apoyan el hecho de que en altas concentraciones, las sustancias

antioxidantes ejercen un efecto prooxidante.

2.4. Rueda antioxidante de los alimentos.

La capacidad antioxidante dietaria total puede ser definida como la capacidad antioxidante de
todos los alimentos vegetales y bebidas (alcohdlicas y no alcohélicas) consumidas diariamente
en una dieta, representa la cantidad de unidades antioxidantes (equivalentes de Trolox)

presentes diariamente en el tracto gastrointestinal.

Dada la importancia de la ingesta de antioxidantes, ha sido propuesta la “Rueda Antioxidante de
los Alimentos” (Fig. 2.4-1). Es un recurso didactico enfocado a la poblacién, que fue disefiado por
la Sociedad Espafiola de Dietética y Ciencias de la Alimentacién teniendo en cuenta las ventajas
gue se reconocen en la ingesta de antioxidantes y basandose en la tradicional “Rueda de

Alimentos”.
Tiene como objetivo sensibilizar a la poblacidon en general sobre los beneficios que una dieta

saludable, variada y equilibrada pueden proporcionar a la salud, especialmente en lo que

respecta a una ingestién adecuada de antioxidantes.
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La “Rueda Antioxidante de los Alimentos”, representaria graficamente la necesidad de ingerir
diariamente cantidades concretas de los alimentos mas destacados con mayor capacidad
antioxidante: frutas, pan, patatas, hortalizas, cacao, legumbres, frutos secos y aceite de oliva

(SEDCA; 2013).

La Rueda Antioxidante de los Alimentos

ACEITE
DE OLIVA

PAN, CEREALES
Y PATATAS

HORTALIZAS
Y VERDURAS

Figura 2.4-1. Rueda Antioxidante de los alimentos (Martinez-Alvarez et al., 2013).
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3. DESCRIPCION GENERAL, DISTRIBUCION Y CONTENIDO DE SUSTANCIAS
ANTIOXIDANTES EN HORTALIZAS (Patata, Calabaza, Tomate, Berenjena) Y
ACEITE DE OLIVA.

3.1. Generalidades del aceite de oliva.

3.1.1. Origen del olivo.

Los botanicos concuerdan que el olivo procede de la domesticacion del acebuche. Se admite que
dicha domesticacion se efectud en la cuenca mediterranea oriental en la regidn sirio-palestina y
desde esa zona original se difundid a los territorios vecinos y posteriormente hacia el
Mediterrdneo occidental, siguiendo una direccion este-oeste. La olivicultura, tras ser
desarrollada en la regidn de Levante, se introduciria desde Anatolia hasta las tierras bafiadas por
el Mar Egeo. Posteriormente, desde el Mediterrdneo oriental, el olivo ganaria los territorios
occidentales. Esta difusion fue efectuada por los colonos fenicios y griegos (Mataix y Barbancho,

2008).

Fue introducido en las comunidades indigenas de Francia o de la peninsula lIbérica por los
primeros colonizadores griegos, a partir del afio 600 a.C., aunque fue con la romanizacién y
concretamente a partir de finales del siglo Il a.C. cuando el cultivo del olivo y otras especies (vid,
trigo, etc.) experimentaron un incremento significativo, asumiendo desde entonces un papel
fundamental en la economia agricola por el abastecimiento de los centros urbanos mas
importantes del pais y por la exportacién al resto de los territorios incorporados al imperio

romano (Tous-Romero, 1993).

3.1.2. Caracteristicas botanicas del olivo.

El olivo pertenece a la familia de las Oleaceas. El género Olea estd dividido en los subgéneros:
Tetrapilus y Olea. El subgénero Olea se divide a su vez en dos secciones: Olea y Ligustroides. La

seccion Olea contiene al complejo Olea europaea que actualmente es dividido en cuatro
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subespecies: O.e. ssp cuspidata (China y Africa del Este y del Sur), O.e. ssp laperrinei (Africa del
Este y el Sahara), O.e. ssp cerasiformis (Islas Canarias) y O.e. ssp europaea (todo el entorno del
Mediterraneo). La subespecie O.e. ssp europaea aun se divide en dos variedades: sylvestris (el
acebuche u oleaster) y macrocarpa (el olivo), que no se pueden diferenciar por criterios

botanicos y solo se distinguen en que uno es cultivado y el otro no (Mataix y Barbancho, 2008).

El fruto es una drupa ovoide cuya pulpa o mesocarpio es carnoso y rico en aceite. El epicarpio
varia de coloracién segln su maduracién y pasa del verde palido al rojo-violaceo y al negro. El
endocarpio es lefioso, fusiforme, duro y de una sola semilla. El desarrollo del fruto tiene lugar
durante todo el verano y llega a la maduracidn verde entre septiembre y octubre. El cambio de
color empieza a continuacién, y la maduracién completa de la mayoria de los cultivares sélo se

alcanza en el invierno (Mataix y Barbancho, 2008).

e Variedades de olivo

Los hallazgos arqueoldgicos hacen suponer que algunas de las variedades actualmente
cultivadas ya lo eran hace cientos de afios, y que los actuales cultivares debieron tener su origen
en una seleccién inicial de clones que posteriormente se propagaron y se hibridaron con las
poblaciones locales de acebuches. El olivo cultivado agrupa mas de 260 variedades, aunque
solamente unas 25 son consideradas como principales. Mataix y Barbancho (2008) las
clasificaron en aceitunas de almazara, de mesa o de doble aptitud, siguiendo una perspectiva
agrondmica de tipo practico en funcidn del destino que se da a su fruto (Tous-Romero, 1993).
Las variedades de mayor aplicacién en la industria espafiola de extraccidn de aceite se describen

en la Tabla 3.1-1.

3.1.3. Produccion de aceite de oliva.

e Produccion Mundial.

Los paises del perimetro mediterraneo concentran mas del 90 % de la produccién de aceite de
oliva del mundo (Fig. 3.1-1). Sin embargo, el incremento del consumo a nivel mundial ha
propiciado el establecimiento de esta industria en lugares tan distantes de su origen como

California y Australia (UNCTAD, 2005).
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Tabla 3.1-1. Variedades de oliva de mayor aplicacién en la industria de extraccidn de aceite.

Variedad

Picual

Hojiblanca

Cornicabra

Picuda

Arbequina

Distribucion

Variedad mas extendida.
Jaén, Cérdova y Granada.

Tercera variedad de
importancia.

Cérdoba, Mdlaga, Cadiz,
Granada y Sevilla.

Segunda variedad mas
cultivada y la tercera en
produccién.

Castilla-La Mancha,
Toledo y Ciudad Real.

Zona norte de Granada,
Malaga, Jaén y en la zona
Penibética Cordobesa.
También usadas para
consumo de mesa.

Catalufia, Aragon.

Aceite

Elevada estabilidad por su alto
contenido en polifenoles y alto
contenido en 4cido oleico. Intenso
sabor amargo, gran fuerza, sabor
afrutado, tonos picantes.

Baja estabilidad a la oxidacién. Perfil de
acidos grasos equilibrado y menor
cantidad de saturados.

Color verde intenso, aromas de frutas
maduras y de aguacate, sabor agradable
con ligero amargor y picor.

Gran estabilidad por su alto contenido
en acidos grasos monoinsaturados.
Color amarillo verdoso a oro, con
aromas frescos y sabor entre dulce,
amargo y algo picante.

Su perfil de acidos grasos lo hace
sensible a la oxidacion, por lo que se
complementa con el de otras
variedades como la picual.

Color amarillo verdoso a oro, con
aromas frescos y sabor entre dulce,
amargo y algo picante.

Por su composiciéon son muy delicados
frente a la oxidacidn.

Frutados, entre verdosos y amarillos,
con aromas a manzana y almendra
fresca. Son suaves, dulces, amargan vy
pican poco.

Los principales paises productores son al mismo tiempo los principales consumidores. Los paises

de la Unidén Europea representan el 71 % del consumo mundial y justo con los paises no

europeos del resto de la cuenca mediterrdnea se alcanza el 77 %. El resto de paises

consumidores son Estados Unidos, Canada, Australia y Japon.
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Principales paises productores de Aceite de Oliva en

Portugal; 1% __ Turquia; 5% Siria; 4% Tanez; 8% Marruecos; 3%

Figura 3.1-1. Principales paises productores de aceite de oliva en 2005 (UNCTAD, 2009).
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Figura 3.1-2. Produccién Nacional y primeras comunidades productoras de aceite de oliva en

Espaia (MAGRAMA, 2011 a).
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e Produccion Nacional.

Los datos de la produccién de aceite de oliva en almazaras presentados en el balance estadistico
del 2010 publicado por el Ministerio de Agricultura Alimentacién y Medio Ambiente (MAPA,
2011a); muestran que la produccién en Espafia de aceite de oliva alcanzé los 1,4 millones de
toneladas, de las que 555.611 se clasificaron en la categoria virgen extra (40 %), y el resto fue
clasificado como aceite lampante. La Comunidad Auténoma con mayor produccion fue
Andalucia (68 %), seguida de Castilla-La Mancha (15 %), Extremadura (7 %), Catalufia (4 %) y la
Comunidad Valenciana (3 %) (Fig. 3.1-2).

3.1.4. Proceso de obtencidon del aceite de oliva.

El momento mds apropiado para la recoleccién de las aceitunas destinadas a la extraccion de
aceite es cuando el fruto alcanza su maduracién dptima, en ese momento, el contenido y la
calidad del aceite es el mads alto. La tecnologia empleada es compleja y la calidad del producto
depende de su correcta aplicacién: recolectar la aceituna en el grado preciso de maduracion,
transformarla en un tiempo razonable, y emplear las instalaciones y las condiciones adecuadas

(COl, 1996).

La extraccion del aceite con el método tradicional, como el molino de rulos (empiedro) y el
sistema de prensas, era poco operativo y racional, ya que las necesidades de mano de obra eran
elevadas y la limpieza e higiene eran dificiles. El proceso moderno de obtencién supone una
importante transformacion que incrementa la calidad del producto. Las etapas que lo conforman

se muestran a continuacion en la Tabla 3.1-2.

3.1.5. Definicién y clasificacion del aceite de oliva.

De entre las diferentes categorias comerciales de los aceites de oliva y orujo de oliva (Tabla 3.1-
3), seis de ellas estdn destinadas al consumo humano directo: el aceite de oliva virgen extra
(AOVE), el aceite de oliva virgen (AQV), el aceite de oliva refinado, el aceite de oliva, el aceite de
orujo de oliva refinado y el aceite de orujo de oliva. El AOVE o el AOV fueron definidos

recientemente por la regulacién de la Comunidad Europea como “aquellos obtenidos del fruto
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del arbol del olivo (Olea europea L.) Unicamente por procedimientos mecanicos o por otros

medios fisicos en condiciones, especialmente térmicas, que no produzcan la alteracion del

aceite, que no hayan tenido mas tratamiento que el lavado, la decantacidn, la centrifugacién vy el

filtrado” (S/A, 2003).

Tabla 3.1-2. Etapas en el proceso de obtencién del aceite de oliva.

Operaciones previas Recoleccién
exteriores Separacion
Transporte

&

Operaciones previas Recepcion
interiores Limpieza y Lavado
Almacenamiento

&

Preparacion de la Molienda
pasta Batido

&

Separacion Extraccidn parcial

(Orujo-fase liquida)

&

Separacion Decantacion
liquido-liquido y/o
(Aceite-alpechin) Centrifugacion

=

Almacenamiento
Envasado

sélido-liquido Presion o Centrifugacion

Fuente: Lendinez, 2004 en Samaniego 2006.
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Tabla 3.1-3. Denominaciones del aceite de oliva y de orujo de oliva.

Aceites de oliva virgenes Aceite de orujo de oliva

Aptos para el consumo No aptos para el Aptos para el No aptos para el
consumo consumo consumo
-Aceite de oliva virgen -Aceite de oliva -Aceite de orujo de -Aceite de orujo de
extra virgen lampante oliva refinado oliva crudo
-Aceite de oliva virgen -Aceite de orujo de

. . . oliva
-Aceite de oliva refinado

-Aceite de oliva
compuesto por aceites
de oliva refinados y de
oliva virgenes.

Fuente: UE, 2011

En particular, el AOVE (acidez libre < 0.8 g/100g) es reconocido por la regulacién C.E.E. como el
producto con la mayor calidad entre las diferentes categorias de aceites de oliva (C.E.E., 2011). El
aceite de oliva (AO) (acidez libre < 1.0 g/100g) se obtiene mezclando aceite de oliva virgen con
aceite de oliva refinado. El aceite de orujo de oliva (acidez libre < 1.0 g/100g) es una mezcla
entre aceite de oliva virgen y el aceite de orujo de oliva refinado; este ultimo es producido
refinando aceite crudo de orujo de oliva, extraido previamente del orujo (subproducto sélido)
con solventes. Las caracteristicas fisicoquimicas de los aceites de oliva y de orujo de oliva se

sintetizan en la tabla (Tabla 3.1-4).

La clasificacion de los aceites de oliva se realiza tomando como punto de partida los pardmetros
instrumentales y sensoriales correspondientes a los criterios de calidad (grado de acidez, indice
de perdxidos, espectrometria UV y valoracidon organoléptica). Una vez que se establecié o
confirmé la clasificacion del aceite se procede a la obtencidn de los valores de los criterios de
pureza (estigmastadieno, isdmeros trans de acidos grasos, contenido de acidos grasos AECN42,
composicion esterdlica y esteroles totales, eritrodiol + uvaol, ceras) para confirmar la

conformidad con la categoria asignada (UE, 2011).
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Tabla 3.1-4. Caracteristicas de los aceites de oliva.

Categoria

Esteres metilicos de los
acidos grasos (FAMEs) y
ésteres etilicos de los

acidos grasos (FAEEs)

Acidez
(%)
(*)

Indice de
Peréxido
mEq
0,/kg
(*)

Monopalmi-tato de 2
glicérilo
(%)

Estig-
masta-
dieno
mg/kg
(')

Diferencia
ECN42
(HPLC) y
ECN42
(calculo
téorico)

K232

(*)

K270

(*)

Delta-K
(*)

Evaluacion
érgano-
léptica
Mediana
del defecto
(Md)

(*)

Evaluacién
organo-
léptica
Mediana del
atributo
frutado (Mf)
(*)

1. Aceite de oliva virgen extra 2 FAMEs + FAEEs <0,8 <20 <250 < 0,9 si % acido palmi- <0,10 <0,2 <2,50 <0,22 <0,01 Md=0 Mf >0
<75 mg/kg o 75 mg/kg tico total <14 %
<3 FAMEs + FAEEs <1,0si % acido palmi-
<150 mg/kg y (FAEEs/ tico total > 14 %
FAMESs) < 1,5
2.Aceite de olivavirgen = e <2,0 <20 <250 <0,9 si % acido <0,10 <0,2 <2,60 <0,25 <0,01 Md <2,5 Mf >0
palmitico total < 14 %
<1,0si % acido
palmitico total > 14 %
3.Aceite de oliva lampante = - Y X1 J— <300 (%) <0,9 si % acido <0,50 <03 Md>25() -
palmitico total < 14 %
<1,1si % acido
palmitico total > 14 %
4.Aceite de olivarefinadko @ - <0,3 <5 <350 <0,9si%acido - <03 - <1,10 <0,16 - e
palmitico total < 14
%< 1,1 si % acido
palmitico total > 14 %
5.Aceite de oliva (compuesto = - <1,0 <15 <350 <0,9si%acido - <03 - <0,90 <0,15 = e e
exclusivamente por aceites de palmitico total < 14 %
oliva refinados y aceites de oliva <1,05si % acido
virgenes) palmitico total > 14 %
6.Aceite de orujo de olivacrudo @ - ceeeeem e >350 (%) <1,4 e <0,6 = e s e s e
7.Aceite de orujo de oliva 0 - <0,3 <5 > 350 <14 e <0,5 = - <2,00 0,20  -em e
refinado
8.Aceite de orujodeoliva = - <1,0 <15 > 350 <12 - <0,5 = - <1,70 <0,18 = - e

(Y)Suma de isémeros que podrian separarse (0 no) mediante columna capilar.

(2) O cuando la mediana de los defectos es inferior o igual a 3,5 y la mediana del atributo frutado es igual a 0.

(3) Los aceites con un contenido en ceras comprendido entre 300 mg/kg y 350 mg/kg se consideran aceite de oliva lampante si los alcoholes alifaticos totales son inferiores o iguales a 350 mg/kg o si el porcentaje de
eritrodiol y uvaol es inferieur o igual a 3,5.

(4) Los aceites con un contenido en ceras comprendido entre 300 mg/kg y 350 mg/kg se consideran aceite de orujo de oliva crudo si los alcoholes alifaticos totales son superiores a 350 mg/kg y si el porcentaje de
eritrodiol y uvaol es superior a 3,5.

Fuente: UE, 2011.
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3.1.6. Composicion quimica del aceite de oliva virgen extra.

e Fraccidon saponificable.

Representa la mayor parte del peso total, entre 98 y 99 %. Esta formada por una mezcla de
triglicéridos (ésteres naturales de acidos grasos y de glicerina) y dcidos grasos libres (Tabla 3.1-
5). EI AOVE es rico en acido oléico (acido graso monoinsaturado) representando entre el 55y 85
% del contenido de acidos grasos y entre 5 a 8 % de acidos grasos poliinsaturados (linoleico y
linolénico) (Maggio et al., 2009). Los dos acidos grasos poliinsaturados presentes en el aceite de
oliva (C18:2 omega-6 y C18:3 omega-3) son los conocidos como acidos grasos esenciales; el nivel
del omega-3 se aplica como parametro para comprobar la autenticidad del aceite de oliva (Casal

et al., 2010).

Tabla 3.1-5. Perfil de acidos grasos de algunos aceites de consumo humano.

© [-% ~ —
Acido Graso c = % oy = s =

[ = o - L. [}
2 ° o - @ i =
= - = © N [<} v
> © = © 3
© = = ] o £ =
2 E 3 £ ) i S
o a < S S & S

C12:0 Laurico Nd 1,0 Nd Nd

C14:0 Miristico 9,2 1,2 Nd Nd

C16:0 Palmitico 9,4 33,8 36,2 14,1 93 11,5 10,1 9,4 14,1 12,7 13,0

C18:0 Estedrico 1,7 3,7 3,1 0,4 1,9 5,6 3,9 5,6 2,3 3,7 3,0

C20:0 Araquidico 0,3 0,3 0,1 <0,1 0,4 0,3 0,6

C22:0 Behénico <0,1 <0,1 0,1 0,3 0,1

SATURADOS 11,4 470 415 14,7 11,4 17,6 14,6 15,7 164 16,4 16,0

C16:1 Palmitoleico 04 0,2 5,7 0,2 0,1 0,2 0,1 0,1 0,00 <0,1

C18:1 w9 Oleico 80,7 39,7 458 69,1 791 37,7 244 41,8 335 24,8 50,4

C20:1 w9 Eicosaenoico 0,2 0,2 0,4 0,1 0,2 0,2

C24:1 0,1

MONOINSATURADOS 81,1 40,0 46,0 750 799 379 248 42,1 336 248 50,5

C18:2 Q6 Linoléico 63 109 11,7 96 84 440 528 413 494 540 334
C18:3 Linolénico 06 03 o6 03 02 73 07 06 48 0.1
POLIINSATURADOS 69 11,2 11,7 10,2 8,7 44,2 60,1 420 50,0 588 33,5

*PF Prensado en frio
Fuentes: ' Marcano et al., 2010; 2 Haiyan et al., 2007; 3 Azlan et al., 2010; * sun-Waterhouse et al., 2011;5 Silva, et al.,
2010.
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Tabla 3.1-6. Componentes de la fraccién insaponificable del aceite de oliva.

Compuesto
Hidrocarburos terpénicos

Escualeno
Carotenos
B-carotenos
Licopeno

Cantidad o proporcion
180-800 mg/100g
125-750 mg/100g

0,085-0,496 mg/100g
Tr*

Funcidn

Quimiopreventivo

Provitamina antioxidante A
Antioxidante

Alcoholes alifaticos

10-20 mg/100g

Alcoholes triterpénicos

Eritrodiol

100-300 mg/100g

Olor
Antioxidante y
antiinflamatorio

Alcoholes diterpénicos

Fitol

150-800 mg/100g

Clorofilas

Feofitina (producto de
descomposicion)

0,1-1 mg/100g
0,2-24 mg/100g

Autooxidacion

Esteroles

B-sitosterol
Campesterol
Estigmasterol
5-Avenasterol

80-260 mg/100g
95-97 %
2-3%
1-2%

Induce Hipocolesterolemia

Tocoferoles

a-tocoferol
B-y-tocoferol
6-tocoferol

7-30 mg/100g

90-95%
<10%
Tr

Vitamina E
Actividad antioxidante
(6>y>B>a)

Compuestos fendlicos

Tirosol
Hidroxitirosol

50-800 mg/kg (expresado
como acido caféico)

Antioxidantes
Propiedades organolépticas

Compuestos aromaticos

Alifaticos y aromaticos

hidrocarburos, alcoholes,

alcoholes alifaticos,
terpenos oxigenados,

aldehidos, cetonas, éteres,

derivados furanicos,
derivados tiofénicos,
ésteres

Responsables del sabor (gusto

y olor)

*Tr =traza
Fuente: Mataix y Barbancho, 2008.
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e Fraccion insaponificable (0,5 a 1,5 %).

Comprende otras muchas sustancias fundamentales como: terpenos (escualeno), esteroles,
alcoholes, pigmentos (clorofilas, carotenos), tocoferoles (vitamina E) y polifenoles. Varios de
estos componentes minoritarios tienen un gran valor biolégico, otros representan el factor
principal del aroma (flavor) y algunos son eficaces antioxidantes que protegen el aceite contra el

enranciamiento (Tabla 3.1-6).

3.1.7. Distribucion y contenido de sustancias antioxidantes en el aceite de oliva virgen

extra.

El AOVE contiene sustancias con propiedades antioxidantes como los polifenoles, tocoferoles,
carotenoides, escualeno y clorofilas. Las clorofilas se encuentran en concentraciones en torno a
los 20 mg/kg, el B-caroteno aproximadamente en 8,4 mg/kg. También estan presentes el a-, B-,
v —tocoferol, este Ultimo es por mucho el isémero predominante (> 96 %), en una concentracion
que ronda los 130 mg/kg, y es el mas activo bioldgicamente (Gambacorta et al., 2010;

Jacomelilla et al., 2010; Krichene et al., 2010).

Los polifenoles son una de las clases mas significativas de antioxidantes en el AOVE, se
encuentran en concentraciones muy variables que oscilan en un rango de 50 a 1500 mg/kg

(Cerretani et al., 2009; Allalout et al., 2008; Samaniego et al., 2007, 2010).

A pesar de la baja proporcion que representan en la composicion total del AOVE, la presencia de
polifenoles en el aceite de oliva contribuye a las caracteristicas sensoriales como son, el amargor
(oleuropeina y sus derivativos), la astringencia, la pungencia (1-(+)-acetoxypinoresinol) y a la
actividad bioldgica (Gutiérrez-Rosales et al., 2003), también es responsable de la resistencia del

AOVE frente a la autoxidacidn y a la polimerizacion.

En el AOVE originario de diversas regiones mediterrdaneas se ha detectado la presencia de
sustancias fendlicas que son clasificadas como derivativos del feniletanol (hidroxitirosol y
tirosol), acidos fendlicos, principalmente derivativos del 4cido hidroxicinamico y de los acidos p-

hidroxibenzdico y p-hidroxifenilacético; vanillina, y los acidos vanillinico, ferulico, clorogénico, p-
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cumdrico, y caféico, secoiridoides (decarboximetil-oleuropeina aglicona, oleuropeina aglicona,
lingstrosido aglicona, oleocantal o decarboximetil-lingstrdsido aglicona; lignanos ((+)-pinoresinol,
1-(+)-acetoxipinoresinol), y acido elendlico. algunos de ellos se pueden encontrar a nivel de
trazas (Allalout, A., et al., 2008; Carrasco-Pancorbo et al., 2009; Cerretani et al., 2009; Jacomellia

et al., 2010; Gill et al., 2010).

Los fenoles mayoritarios son el tirosol y el hidroxitirosol en porcentajes del 71 % y 18 % de los
fenoles totales, respectivamente. De entre los diversos fenoles presentes en este aceite, o-
difenoles como el hidroxitirosol y el acido caféico despliegan una fuerte actividad antioxidante

(Krichene et al., 2010).

La concentracién de antioxidantes estd fuertemente influenciada por interacciones genotipo-
ambiente de factores como el cultivar, clima, localizacién, también por factores culturales como
la aplicacién de fertilizantes, el grado de maduracién del fruto al momento de la recoleccion, las
condiciones y tecnologia seleccionadas para realizar la extraccién (temperaturas, tiempos,
sistemas de extraccion) o por las mezclas que se suelen realizar para la obtencion de aceites de

oliva (Dag et al., 2009)

Los aceites refinados carecen totalmente de sustancias polifendlicas y del resto de compuestos

presentes en la fraccion insaponificable (Vekiari y Koutsaftakis, 2002).

Conforme transcurre la maduracidn se observa que los aceites extraidos de frutos
progresivamente mas maduros son mas pobres en fenoles totales, o-difenoles y flavonoides;
esta reduccién también se acompana de la reduccion de la capacidad antioxidante vy del

contenido de a-tocoferol (Bejaoui et al., 2010).

La latitud en la que crecen los olivos tiene un efecto significativo en la composicién del aceite.
Tiene impacto en la concentraciéon del acido oléico, clorofilas, B-Caroteno, fenoles, sobre la
estabilidad oxidativa, y sobre la actividad antirradicalaria; de manera que los aceites
procedentes de olivos cultivados en mayores latitudes presenta magnitudes superiores a los

cultivados en latitudes inferiores (Issaoui et al., 2010).
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Durante el proceso de obtencion del AOVE El contenido de polifenoles disminuye
continuamente desde el inicio (trituracion) hasta el final del mezclado tanto en la extraccidn por
prensado como por centrifugacidn. Entre las causas probables de esta reduccidn se considera la
exposiciéon al oxigeno atmosférico y a enzimas como la fenoloxidasa, mientras que las
temperaturas mayores que se manejan durante el mezclado favorecen la disolucién de los

fenoles en el agua.

La reduccién durante la separacion de fases por centrifugacion es provocada por el arrastre de
los polifenoles disueltos en el agua de proceso que se agrega para facilitar el mezclado en esta
versién moderna del procedimiento de extraccion (Vekiari y Koutsaftakis., 2002; Yorulmaz et al.,
2011). Durante el almacenamiento decrecen los indices de calidad del AOVE; sin embargo la
concentracion de tocoferoles y derivativos de la oleuropeina reducen la velocidad de esta

reduccion (Rovellini et al., 2012).

3.2. Generalidades de la patata.

3.2.1. Origen de la patata.

La patata (Solanum tuberosum L.) es originaria de la zona andina del Sur de América que
comprende los paises de Peru, Ecuador, Bolivia y Chile. Se considera que en Peru los incas
cultivaban esta hortaliza desde hace 2000 aios. Posteriormente, hacia principios de 1500, con la
llegada de los espafioles el cultivo se extendié hasta Europa. Durante el periodo comprendido
entre 1600 a 1845 la patata se constituyd como la principal fuente alimentaria de Irlanda, siendo

los inmigrantes de este pais quienes la llevaron a Norteamérica hacia 1700 (SAGARPA, 1998).

3.2.2. Descripcidn botanica de la patata.

La patata (Solanum tuberosum) pertenece a la familia Solanaceae. Es una dicotileddnea
herbacea, a veces considerada como una planta perenne debido a su capacidad para
reproducirse vegetativamente, aunque es de cultivo anual. Los colores varian segun el cultivar.

En la superficie de los tubérculos estan los ojos, de los que surgen los brotes.
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Las areas principales en el tubérculo maduro del exterior hacia el interior son el peridermo, la
corteza, la zona perimedular vascular cilindrica, y la médula central. El peridermo tiene de 6 a 10
capas celulares de espesor y cumple una funciéon protectora; en la corteza se localiza el
parénquima vascular con gran contenido de almidén; la médula se localiza en el centro del
tubérculo y esta integrado por células que contienen menos almidén que las de area vascular

(Jadhav y Kadam, 2004).

e Variedades.

Los expertos han desarrollado miles de variedades, muchas de las cuales van quedando
obsoletas por la aparicidon de otras con mayor rendimiento y adaptabilidad. Las variedades se
pueden diferenciar por el color de la epidermis y la pulpa, la resistencia a enfermedades, la

duracion del ciclo de cultivo y los requerimientos nutritivos.

Las variedades antiguas de patata tienen los ojos mds profundos, tienden a ser asperas e
irregulares en la forma y, tienen poca resistencia a las enfermedades o plagas de insectos. Los
cultivares modernos suelen ser de forma redondeada, con la piel amarilla o rosada, la pulpa
blanca o amarilla y los ojos poco profundos. Es los paises de la altiplanicie andina también se
conocen variedades tradicionales con estas formas, pero ademas existen muchas otras de piel
purpura, azul o bicolor, de carne azulada, violeta o amarilla y de formas alargadas, curvas o casi

esféricas (Jadhav y Kadam, 2004).

3.2.3. Produccion de patata.

e Produccion mundial.

Hasta inicios del decenio de 1990 casi la totalidad de las patatas se producian y consumian en
Europa, América del Norte y en los paises de la antigua Unidn Soviética. Desde entonces se ha
producido un espectacular aumento de la producciéon de papa en Asia, Africa y América Latina
(Fig. 3.2-1), donde la produccion aumenté de menos de 30 millones de toneladas a principios del

decenio de 1960 a mas de 290 millones en 2011.
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Produccion Mundial de Patata 2011

Belarus
3%

Francia
3%

Polonia\

3%

Bangladesh
3%

Alemania
4%

Figura 3.2-1. Principales paises productores de patata en 2011 (FAO, 2011).

En 2005, por primera vez, la produccién de la patata del mundo en desarrollo excedia la del
mundo desarrollado. China se ha convertido en el primer productor mundial y, poco menos de la

mitad de todas las patatas se cosechan hoy en China y la India (FAO, 2011).

e Produccion Nacional.

Los datos de la produccién de patatas durante el 2010-2011 presentados en el anuario de
estadisticas 2011 por el Ministerio de Agricultura, Alimentacion y Medio Ambiente; indican que
en Espafia se produjeron 2,29 millones de Tonelads de patata; de las que un 82 % se destinaron
a la venta en fresco, y el resto al consumo humano (14 %), animal (3 %) y como semilla (0,6 %).
La Comunidad Auténoma con mayor produccion fue Castilla y Ledn (38 %), seguida de Galicia (22
%), Andalucia (15 %), Castilla la Mancha (4 %), La Rioja (4 %) y finalmente, la producciéon del

conjunto formado por el resto de Comunidades (17 %) (Fig. 3.2-2).
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Figura 3.2-2. Produccién nacional y primeras comunidades productoras de patatas en Espafa

(MAPA, 2011).

3.2.4. Composicion quimica de la patata.

La composiciéon quimica de la patata depende de la variedad, almacenamiento, etapa de
crecimiento y condiciones de cultivo. Los carbohidratos constituyen aproximadamente el 80 %
(63-86 %) de los solidos totales y el almiddn es el principal carbohidrato. Su contenido depende
de la temperatura de almacenamiento, enfermedades y fertilizaciéon. Los principales azlcares
incluyen la sacarosa, glucosa y fructosa y se han detectado trazas de cetoheptosa, melibiosa,
melecitosa y rafinosa. el contenido de azlcares aumenta con el almacenamiento a bajas
temperaturas y la germinacion. La concentracion de azucar es mayor en el centro del tubérculo

gue en la regién exterior.

Las patatas frescas contienen entre 1-2 % de fibra dietética. Estd constituida por: celulosa,
hemicelulosa y sustancias pécticas. las pectinas varian entre un 0,7-1,7 %. la piel contiene 10
veces mas. la hemicelulosa se encuentra en una proporcidn del 1 %. El almiddn resistente se
encuentra en poca cantidad en la patata cruda pero constituye un 20-25 % del peso de la fibra
total en la patata cocinada. La digestibilidad del almidén en patatas crudas es baja pero aumenta

considerablemente durante la coccién o procesado (Navarre et al., 2009).
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El contenido de nitrédgeno de la patata es del 1-2 % del peso seco y depende de tipo de cultivo y
de las condiciones medioambientales. La fraccidn proteica constituye hasta dos tercios del
nitréogeno total y se encuentra como aminodacidos libres. La asparragina y glutamina constituyen

casi la mitad de los aminoacidos totales.

La cantidad de lipidos es pequefia, de un 0,1 % del peso fresco. Sin embargo, son una buena
fuente de vitaminas como dacido ascdrbico, tiamina, niacina y piridoxina. El contenido en
vitamina C en las patatas frescas puede alcanzar los 30 mg/100g. Este valor disminuye en el
almacenamiento y durante el procesado. Es también buena fuente de magnesio y hierro y la
disponibilidad de este ultimo es superior al de otras hortalizas. posee poca cantidad de fésforo,
calcio y sodio pero no de potasio. También posee cobre, cromo, molibdeno y selenio y se

considera una fuete excelente de flior (Jadhav y Kadam, 2003; Scurrah et al., 2007).

Las patatas se consideran una fuente de proteinas de alta calidad, carbohidratos, vitamina C, B,
B; y ciertos minerales como potasio, fosforo y magnesio (Subar et al., 1998). Ademas de estos
nutrientes las patatas poseen una cantidad significativa de fitoquimicos antioxidantes (Al-
Saikhan et al., 1995; Lewis et al., 1998; Morris et al., 2004; Andre et al.,, 2007; Tosun and
Yucecan., 2008).

Los tubérculos contienen altas cantidades de inhibidores de las proteasas. Los tratamientos
térmicos (escaldado, coccién y horneado) destruyen la mayor parte de la capacidad inhibitoria
de estas sustancias (Burlingame et al., 2009). Las lectinas de las patatas aglutinan eritrocitos,

pero existen pocos estudios sobre su repercusion en el valor nutritivo (Friedman 2006).

La patata posee sustancias toxicas o antinutritivas entre las cuales destacan los glicoalcaloides
esteroides, a-solanina y a-chalcona se localizan principalmente en la piel y en los brotes y en
mucha menor proporcion en la pulpa (Liang et al., 2008). Estos compuestos se producen por
lesién mecanica y por condiciones medioambientales y no se destruyen en la coccién, horneado

o fritura.
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3.2.5. Distribucidn y contenido de sustancias antioxidantes en la patata.

De forma caracteristica, las hortalizas tienen alta calidad bioldgica atribuida al contenido de
compuestos antioxidantes como la vitamina C, acido félico, fenoles y B-carotenos y a su riqueza
en constituyentes minerales basicos. Estas caracteristicas y los efectos promotores de la salud
asociados, motivan recomendar un incremento del consumo hortalizas (Frossard et al., 2000;

Kalt, 2005; Kawashima and Soares, 2003; WHO/FAO report 2003).

En la patata los fenoles se encuentran en concentraciones que varian entre 85 a 156 mg
EAG/100g m.h. que se identifican principalmente en la cdscara y en los tejidos adyacentes
(alrededor del 50 % de los compuestos fendlicos); sitio que ademas muestra una actividad
antioxidante superior a la del resto del tubérculo (Tomas-Barberan et al., 2000; Kdhkonen et al.,
1999). La actividad antioxidante total es mayor en las variedades de pulpa roja, menor en las de

blanca y amarilla, y las de pulpa color naranja muestran una actividad intermedia.

La CA hidrofilica predomina sobre la lipofilica, pero en variedades rojas la segunda representa
una fraccién importante de la capacidad antioxidante total. Es por esto que en la patata el
contenido de fenoles totales (principales responsables de la actividad antioxidante hidrofilica)
estd altamente correlacionado con los valores de capacidad antioxidante total cuantificados por
los métodos DPPH y ORAC; por lo tanto, este pardmetro puede funcionar como un indicador

fiable de la actividad antioxidante en distintas variedades de patata (Teow et al., 2007).

En variedades de patatas de cascara roja se acumulan glicésidos de pelargonidina y peonidina.
En ambas antocianidinas un residuo de rutinosil estd enlazado en la posicidon 3 y un residuo

glucosil en la 5. Ambos pigmentos estan acilados con los 4cidos p-cumarico y ferdlico.

En relacion con los derivativos de dacidos fendlicos, los tubérculos contienen principalmente
derivados del acido caféico, aunque también estan presentes los acidos ferulico, p-cumarico,
sindpico y vanillico. Los derivados del acido caféico estdn concentrados en la parte externa del
tubérculo, en una delgada capa de tan solo 1 a 2 mm de grosor. Dependiendo del cultivar el
contenido de acido caféico varia de 163 a 280 mg/kg b.f.; el acido ferulico (de 13 a 28 mg/kg), p-
cumarico (de 0.5 a 4 mg/kg), sinapico (de 0.5 a 8 mg/kg) y el acido vanillico (de 5 a 16 mg/kg)

estan presentes en cantidades mucho menores (Navarre et al., 2011; Rajarathnam et al, 2011).
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El 4cido clorogénico es el componente predominante en la patata (22-71 mg/kg). el acido
criptoclorogénico (11 mg/kg), acido neoclorogénico (6 mg/kg) y el acido isoclorogénico (acido
4,5-dicafeoilquinico) (3 mg/kg) también estan presentes en cantidades inferiores. También se ha
comprobado que la distribucion de los derivativos del acido caféico en el tubérculo no es
uniforme, se distribuye en concentraciones decrecientes desde la seccidon externa hacia la

interna (Matilda and Hellstrom, 2007; Navarre et al., 2011).

Los antioxidantes lipofilicos de las patatas estan representados por los carotenos, compuestos
gue son deseables desde el punto de vista nutricional. Los mas abundantes en este tubérculo
son la luteina y la zeaxantina, por ello la patata puede ser particularmente importante en el
mantenimiento de la salud ocular y en la reduccién del riesgo de degeneracidon macular asociada

al envejecimiento (Chucair et al., 2007; Tan et al., 2008).

Los carotenoides complementarios varian entre cultivares, pero la violaxantina y la luteina
suelen ser los mas frecuentes. Las coloraciones de la pulpa amarillas-naranja de algunas patatas
son atribuidas a la presencia de carotenoides. Las coloraciones naranja se atribuyen a la
zeaxantina (Brown et al., 2005), mientras que la concentracién de Luteina se correlaciona bien
con la intensidad de la coloracién amarilla. Las patatas de variedades blancas usualmente
contienen menos carotenoides que los cultivares amarillos o naranja. Un estudio encontrd que
las variedades blancas tienen entre 27-74 g/100g m.h. de carotenoides (Iwanzik et al., 1983). Un
estudio de 74 variedades andinas autdctonas se encontraron concentraciones de carotenoides

totales que variaban entre 3 a 36 pug/g m.h. (Andre et al., 2007).

3.3. Generalidades de la berenjena.

3.3.1. Origen de la berenjena.

La berenjena es originaria de las zonas tropicales y subtropicales asiaticas. Se cultivd desde Ila
antigliedad en la India, Birmania y China, y hacia el afio 1200 ya se cultivaba en Egipto. En la
Edad Media fue introducida por los arabes a través de la Peninsula Ibérica y de Turquia, para

posteriormente extenderse por el Mediterrdneo y resto de Europa. Fue en el siglo XVII cuando
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se introdujo en la alimentacidn, tras ser utilizada en medicina para combatir inflamaciones
cutaneas y quemaduras (FAO, 2006). Son populares entre la poblacion de paises asiaticos y
algunos europeos como Italia y Espafia, en Estados Unidos de Norteamérica estan ganando
popularidad rdpidamente entre la gente que gusta de la comida italiana; puede consumirse

hervida, frita o en salsas. (Nisha et al., 2009).

3.3.2. Descripcion botanica de la berenjena.

Las berenjenas (Solanum melongena L.) pertenecen a la familia de las hortalizas dulcamaras
(Solanaceae) que incluye los tomates, los pimientos y las patatas. Es una planta anual y
herbacea, aunque sus tallos presentan tejidos lignificados que le dan un aspecto arbustivo.
Puede rebrotar en un segundo afio si se cuida y poda de forma adecuada, sin embargo la
produccién se reduce y la calidad de los frutos es menor. La parte que se aprovecha para el
consumo humano es una baya alargada o globosa, de color negro, morado, blanco, blanco

jaspeado de morado o verde. Presenta pequefias semillas de color amarillo (FAO, 2006).

e Variedades

Las variedades de berenjena que se comercializan se han incrementado rdpidamente en los
ultimos afios. La calidad tipica de la berenjena tipo Americana se basa en su uniformidad de
forma (ovalada a globosa), firmeza y color de la piel purpura oscuro. Otros indices de calidad son
tamafio, ausencia de defectos de formacidn, manejo, pudricidn y un caliz verde de apariencia
fresca. Los grados de calidad son No. 1, No. 2 y No. 3. La distincidon entre grados se basa

solamente en tamafio, apariencia externa y firmeza (FAO, 2006).

Otras variedades de berenjena son:

- Japonesa (Japanese): elongada, delgada, color purpura claro a oscuro, muy perecedera.

- Blanca (White): pequena, de forma ovalada a globular, de piel delgada.

- Mini-Japonesa (Mini-Japanese): pequefia, elongada, con vetas de diferentes tonalidades
de purpura y violeta.

- China (Chinese): elongada, delgada, de color purpura claro.
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3.3.3. Produccion de Berenjena.

e Produccion mundial

Desde hace mas de 30 afos los grandes productores de berenjena en el mundo estan localizados
en el continente asiatico. En el 2011 la produccién de China y la India representé el 87 % de
produccién mundial, contribuyendo el primero con casi dos tercios del volumen total cosechado

(Fig. 3.3-1).

Desde 1980 China ha mantenido un crecimiento acelerado en los volimenes de produccidn
desde cifras que sobrepasaban los 3 millones de toneladas anuales, hasta la actualidad con mas
de 27 millones de toneladas y, aunque la produccién de la India le seguia de cerca, desde el afio
2000, su crecimiento no ha podido igualar al de China por lo que tiene una participaciéon un poco

por debajo de la tercera parte de la cosecha mundial (FAO, 2011).

Produccion Mundial de Berenjena 2011

Iran
Jap6n 1% |ndonddkavia L Egipto 39
lraq1%J 1% 2% 3%

Resto 2%

Italia 1%

Figura 3.3-1. Principales paises productores de berenjena en 2011 (FAO, 2011).
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e Produccion Nacional.

Los datos de la produccidon de Berenjenas durante el 2010-2011 (MAPA, 2011a); muestran que
en Espafa se produjeron 190.000 toneladas; de las que un 95 % se destinaron a la venta en
fresco, y el resto al consumo humano directo (1 %), al consumo animal (0,5 %) vy el 3,4 % se
destind a la venta para su transformacion. La Comunidad Auténoma con mayor produccion fue
Andalucia con un 85 %, seguida por Catalufia (3,5 %), Valencia (3,5 %), Navarra (1,7 %) y Murcia

(1,3 %); el resto de las comunidades contribuyeron con el 4,3 % restante (Fig. 3.3-2).

Produccion Nacional de Berenjenas
190,20
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M Berenjenas Producidas
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3,34 6,79 6,33 262 8,28
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Figura 3.3-2. Produccién nacional y primeras comunidades productoras de berenjena (MAPA,

2011a).

3.3.4. Composicion quimica de la berenjena.

Es una fuente rica de vitaminas y fibra dietética y de potentes fitonutrientes (Das et al., 2011). La
acumulacién de sélidos solubles totales alcanza el maximo seis semanas después del
establecimiento del fruto (Menella, 2010). La composicion quimica de la berenjena cruda se

muestra a continuacion en la Tabla 3.3-1.

70



Introduccion

Tabla 3.3-1. Composicion quimica en 100 g de berenjena cruda.

Nutriente Contenido

Carbohidratos (%) 5,2+0,8
Proteinas (%) 1,9+0,4
Grasa (%) 0,4 +0,05
Fibra (%) 1,5+0,02
Acido oxalico (mg) 20+4
Calcio (mg) 15+2
Magnesio (mg) 14+4
Fésforo (mg) 42+2
Sodio (mg) 4+0,02
Hierro (mg) 1+0,05
Cobre (mg) 0,22+0,01
Potasio (mg) 2,4+£0,04
Azufre (mg) 39+3,2
Cloro (mg) 48 +2
Vitamina (A/U.1.) 100+ 3
Tiamina (mg) 0,05+0,01
Rivoflavina (mg) 0,15 + 0,004
B-Caroteno (ug) 0,82+0,1
Vitamina C (mg) 15+1,2
Energia (Cal) 20+2,2

La berenjena puede contener altas concentraciones de sustancias toxicas para los seres
humanos como los glicoalcaloides esteroideos (Menella et al, 2010). Se ha recomendado un
valor de seguridad establecido para la patata en 200 mg/100g m.s. de glicoalcaloides que
también se aplica para la berenjena (Jones and Fenwick, 2006), sin embargo la presencia de
agliconas diferentes a las de la patata (Solamargina y Solasonina) hace necesario ajustar este
limite (Hall et al., 2006; Shiu et al., 2007). El contenido total de glicoalcaloides se incrementa
conforme avanza la maduracién; se mantiene por debajo de los limites en frutos inmaduros y
con maduracién comercial (0,92 a 25,05 y 2,75 a 88,96 mg/100g m.s.), sin embargo, hay un
incremento progresivo en el estadio de madurez fisioldgica (2,75 a 468,76 mg/100g m.s.)

llegando a alcanzar y hasta superar los limites.
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3.3.5. Distribucion y contenido de sustancias antioxidantes en la berenjena.

Los frutos de la berenjena (Solanum melongena) contienen potentes fitonutrientes
antioxidantes como el acido ascérbico en concentraciones que fluctian entre los 56 — 129
g/100g m.s. (Hanson et al., 2006) y compuestos fendlicos como los acidos caféico, clorogénicoy
flavonoides. Pero es una fuente pobre de provitamina A y vitamina E, con valores medios de 27-
100 U.l. y 0,30 mg/100g respectivamente (Vinson et al., 2001; Nisha et al., 2009; Das et al., 2011;
Hanson et al., 2006). De entre todas las hortalizas es catalogada como una de las 10 especies con
mayor capacidad captadora de radicales superéxido atribuida principalmente al contenido de

compuestos fendlicos (Nisha et al; 2009).

El contenido de fenoles totales cambia segun la variedad en estudio, el estadio de crecimiento y
las condiciones de crecimiento. Se han descrito contenidos de fenoles totales que oscilan entre
los 49 a 107 mg/100g, siendo mayor en las variedades de piel oscura y tamafio pequefio y
reduciéndose en aquellas de color verde claro (Nisha et al, 2009; Wetwitayaklung and
Phaechamud, 2011). También es mayor en las hortalizas cultivadas con practicas organicas

respecto a las convencionales.

La fraccion analizada también es un factor que condiciona el contenido de antioxidantes de las
hortalizas. En términos generales es en la piel y en las hojas en donde se acumula mayor

cantidad de sustancias antioxidantes respecto a la pulpa o los tallos (Ji et al.; 2011).

En la piel de la berenjena el contenido medio de acido ascérbico es de 51,88 mg/100g m.h.,
90,65 mg/100g m.h el de fenoles, y 11,64 mg/100g m.h. el de flavonoles. Entre las sustancias
antioxidantes de la pulpa predominan compuestos polares y no figuran los flavonoles pero, los
valores de acido ascérbico y fenoles, alcanzan 12,93; 21,13 mg/100g m.h. respectivamente (Ji et

al.; 2011).

Del total de fenoles en la pulpa, son tres conjugados del acido hidroxicindmico los que
representan la mayor proporcion, son los ésteres del acido monocafeoilquinico: la n-
cafeoilputrescina, el &acido 3-acetil-5 cafeoilquinico y el acido clorogénico o &acido 5-
cafeoilquinico, este ultimo es el principal acido fendlico ya que constituye aproximadamente el

90 a 95 % de los fenoles totales. La fraccién restante se conforma por derivativos de los tres
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predominantes, por otros isdmeros del acido cafeoilquinico y por trazas de tres
flavonolglicdsidos adicionales: la quercetin-3-glucdsido, la quercetin-3-ramndsido y la miricetin-

3-galactdsido (Singh et al; 2009).

Recientemente se ha encontrado variedades como el S. incanumm y el S. melongena en las que
un par de derivativos del acido cafeoilquinico en el que se alcanza una concentracidén mas alta,
entre el 15 al 25 %, del total de conjugados del acido hidroxicindmico; el Acido 3-Malonil-5-
cafeoilquinico y el acido 4-cafeoil-5-malonilquinico con actividad captadora de radicales libres 4
veces menor que la del flavonol dihidrato de quercetina; pero con una actividad quelante del

Hierro entre 3 a 6 veces superior que la de ese compuesto (Ma et al, 2011).

Los extractos de la pulpa tienen actividad antioxidante dosis-dependiente respecto a la
prevencion de la oxidacion de los lipidos LDL; y la inhibicién de la oxidacién mediada por el ion
cuprico de estas lipoproteinas se correlaciona con el contenido de acido clorogénico (Singh et al;
2009). A su vez se ha demostrado que la eficacia o potencia de los acidos cafeoilquinicos es muy
dependiente de su estructura, es decir, de la posicidon de los hidroxilos del acido quinico que

estan esterificados con el acido caféico o enlazados con otras fracciones (Ma et al, 2011).

Las antocianinas constituyen un importante grupo de pigmentos polifendlicos naturales con
potentes propiedades antioxidantes, estan implicadas en la inhibicion de la generacion de
radicales hidroxilo y en la actividad como captador de radicales superdxido. En la pulpa de las
berenjenas estan ausentes, pero en la piel de las variedades verdes y negras se cuantifican en

concentraciones que varian de los 0,048 a los 0,756 mg/100 m.s. respectivamente.

La delfinidina ha sido identificada como la antocianina mayoritaria en la berenjena, pudiendo ser
clasificada en dos subgrupos de acuerdo a la antocianina detectada en la piel del fruto: las de
tipologia que presentan delfinidin-3-rutinosido y las que contienen nasunina (Azuma et al., 2008;
Menella et al., 2012). En el analisis de extractos de la piel de berenjena aparecen dos picos
cromatograficos que han sido identificados como derivativos de delfinidina, el mas grande de
ellos es la delfinidina 3-rutindsido que representa un 88 % del area total y el segundo es el
diglicésido monoacilado con un 3,5 % (Li et al.,, 2012), la glicosilacién en la posicion C5
transforma a este ultimo en un pigmento estable con potencial en la industria alimentaria

(Hernandez-Herrero y Frutos, 2011).
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En berenjenas de la variedad italiana esculentum se aislaron tres antocianinas, de las que solo se
identifico la delfinidin-3-rutindsido por ser la mas importante (Todaro et al., 2009), sin embargo,
en cuatro variedades de berenjena de la india encontré la nasunina (delfinidin-3-
cumaroilrutinosido-5-glucosido) como antocianina mayoritaria en porcentajes que variaron
entre el 69,1 a 87,7 % (Nisha et al., 2009). También se han hecho un seguimientos del contenido
de nasunina en otros estudios para determinar si algunos tratamientos domésticos se asocian a

cambios importantes en su composicién.

Existe una correlacion lineal entre el contenido de fenoles totales de los extractos de berenjena
y la actividad antioxidante (DPPH, poder reductor del hierro) (Nisha et al., 2009). En extractos
acuosos, el valor FRAP se correlaciona significativamente con los contenidos de acido ascérbico,
fenoles o flavonoides, pero son los fenoles los responsables de la mayor capacidad antioxidante
in vitro. En el estudio de 33 variedades de berenjenas americanas se obtuvo una correlacion
lineal significativa (r = 0,10) entre el contenido de acido ascérbico y la actividad captadora de
radicales superdxido en extractos metandlicos, y en el caso de los extractos acuosos fue
significativa pero baja (r = 0,34) (Hanson et al., 2006). Se ha establecido que respecto a la
mayoria de hortalizas, los extractos de las pieles de la berenjena morada exhiben gran capacidad

de captar tanto los aniones superdxido como el radical hidroxilo (Kaneyuki et al., 1999).

3.4. Generalidades del tomate.

3.4.1. Origen del tomate.

El tomate (Lycopersicon esculentu) es originario de América del Sur, de la regién andina (Perq,
Ecuador, Bolivia y Chile) y el proceso de domesticacion fue llevado a cabo en México. El nombre
procede del nahuatl “xictli”, ombligo y “tomatl”, tomate (SAGARPA, 2010). Fue introducido en
Europa a mediados del siglo XVI y a principios del siglo XIX se comenzdé a cultivar
comercialmente. Ahora es la hortaliza mas difundida en todo el mundo y la de mayor valor
econdmico. Su demanda aumenta continuamente y con ella su cultivo, produccién y comercio. El
tomate en fresco se consume principalmente en ensaladas, cocido o frito. En mucha menor

escala se utiliza como encurtido (SAG, 2005).
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3.4.2. Descripcion botanica del tomate.

Pertenece a la familia de las Solanaceas. Cuenta con un tallo principal largo con ramificaciones,
hojas alternas de 15 a 45 cm de longitud, de color verde y dsperas al tacto. El fruto es una baya
de pulpa tierna predominantemente alcalina debido a su contenido mineral. Es de color rojo,
rosado, amarillo o verde (rojo mds comun) y de forma redonda, achatada o alargada. Presenta

varios tamanos dependiendo de la variedad (FAO, 2006).

e Variedades

Existen diversas clasificaciones para agrupar esta hortaliza, de acuerdo a su forma se distinguen

cuatro variedades principales (SAGARPA, 2010):

- Cherry (cereza). Es pequefio y de piel delgada. Se agrupan en ramilletes de 15 a mas de
50 frutos. Tiene sabor dulce. Existen de color rojo y amarillo.

- Saladette (Roma). Variedad italiana para conserva de tomate pelado, fruto pequefio bi o
trilocular, forma de pera, tamafio homogéneo de los frutos.

- Pera. Utilizado en la industria conservera para elaborar tomate pelado.

- Beef. Llamado tomate bola o para ensalada, es de gran tamafo y baja consistencia.

3.4.3. Produccion de tomate.

e Produccion mundial.

La produccién de la hortaliza se ilustra por medio de la Fig. 3.4-1. Espafia ocupa el noveno lugar
entre los productores mas importantes de tomate a nivel mundial, y es China (como ocurre con
otros cultivos importantes) el pais que esta al frente de la produccidn a escala mundial con mas
de un tercio del total cosechado, en segundo lugar estd la India y en tercero Estados Unidos de

Norteamérica (FAO, 2011).
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Produccion Mundial de Tomate 2011
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Figura 3.4-1. Principales paises productores de tomate en 2011 (FAO, 2011).

e Produccién nacional.

En Espaia, la produccion total es de 4 millones de toneladas, destinadas en buena parte a la
exportacion. Los tomates se cultivan. Del total cultivado, el 2 % se dedica para el propio
consumo en fresco, se destina a la venta el 42 % y un 53 % es transformado en concentrados,

zumos, salsas como el ketchup, pulpa, tomate triturado, tomate pelado, confitura.

Los tomates frescos estan presentes en el comercio practicamente durante casi todo el afio.
(ETSIA, 2008). A pesar de que Espafia es un lider mundial en la produccidon de tomate, tal
produccién recae principalmente (Fig. 3.4-2) en las comunidades de Extremadura (38 %) vy
Andalucia (35 %) haciendo desigual el reparto de la produccidon dentro del territorio espafiol

(Macua, et al. 2011)
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Figura 3.4-2. Produccién nacional y primeras comunidades productoras de tomate en

Espafia (MAGRAMA, 2011).

3.4.4. Composicion quimica del tomate.

Los tomates se caracterizan por un perfil nutricional (Tabla 3.4-1) que también incluye diferentes
compuestos bioactivos. En la cuticula del tomate hay un contenido de fibra dietética total de
84,16 %, la mayor fraccién estd constituida por fibra insoluble (71,82 %) compuesta
principalmente por hemicelulosa. La fibra de la piel retiene 6,76 g de agua/g (capacidad

captadora de agua).

Desde un punto de vista tecnoldgico puede contribuir a estabilizar los sistemas alimentarios,
mejorando la densidad del producto y minimizando el colapso, tiene potencial como agente
texturizante que contribuye a la sensacién bucal y reduce el contenido de lipidos. Desde el punto
de vista nutricional la fibra del tomate incrementa la ingesta diaria de compuestos indigestibles

con un efecto benéfico en la funcién intestinal (Navarro-Gonzalez et al., 2011).
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Tabla 3.4-1. Composicién quimica en 100 g de tomate crudo.

Nutriente Contenido

Agua (%) 94
Hidratos de Carbono (%) 3
Proteinas (%) 1
Lipidos (%) 0,3
Potasio (mg) 258
Sodio (mg) 3
Calcio (mg) 10
Hierro (mg) 0,6
Fésforo (mg) 24
Vitamina C (mg) 26
Vitamina A (mg retinol) 207
Tiamina (mg) 0.06
Riboflavina (mg) 0.04
Niacina (pg) 28

Fuente: Ramos-Belman K. et al. 2010.

3.4.5. Distribucion y contenido de sustancias antioxidantes en el tomate.

Las frutas y verduras han sido consideradas como alimentos de alto valor nutricional en gran
parte por su contenido de vitaminas, tocoferoles y carotenoides, por ello se recomienda su
consumo como una fuente natural y potente de antioxidantes (Kim et al., 2007; Word Cancer
Research Fund, 2007). La presencia en el tomate de estos antioxidantes, lo posicionan como un
aporte significativo a las necesidades diarias de compuestos fendlicos, carotenoides y vitamina
C (Toor et al., 2005). De acuerdo a la USDA (2007), de la CA del tomate, el equivalente a 266
pumo E. Trolox/100 g corresponde a la actividad de los antioxidantes hidrofilicos, 23 pmo Eq.
Trolox/100 g a los lipofilicos, y presentan un contenido medio de fenoles totales de 80 mgE. Ac.

Galico/100g.

Los principales antioxidantes del tomate son los carotenoides. El contenido de carotenoides
(todos los isémeros cis y trans) incluye luteina, licopeno y B-caroteno en rangos de
concentracidn que varia de 24,07 a 261,86 pg/g m.s. El licopeno es el principal caroteno (80 %

del total) y es responsable del color rojo del tomate (Rosales et al., 2011; Tedeschi et al., 2011).
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El contenido de fenoles totales esta en el rango de 4,2 a 6,0 mg/g m.s., se incluyen flavonoles
(kaempferon-3-o-glucésido, rutina y quercetina), flavanonas (naringenina), acidos
hidroxicinamicos (acido caféico, acido clorogénico, hexdsido-o-caféico y acido ferulico,) y acidos
fendlicos (protocatequico, gélico, gentisico, p-cumarico), (Rosales et al., 2011; Vallverdu-Queralt

et al.,, 2011a).

El tomate, sin duda, ha asumido el estatus de un alimento funcional teniendo en cuenta la
abrumadora evidencia epidemiolégica para la reduccién del riesgo de ciertos tipos de canceres
(Binoy et al., 2004). El consumo de tomate y productos de tomate se ha asociado con un menor

riesgo de desarrollar cancer digestivo y de préstata. (dmez Romero et al., 2007).

La capacidad antioxidante evaluada por DPPH se correlaciond bien con el contenido de
carotenos totales. También hay una correlacién positiva entre el contenido de fenoles totales y
los valores de antioxidantes determinados por el método FRAP y el ORAC (Rosales et al., 2011;
Vallverdu-Queralt et al., 2011b). La capacidad antioxidante de la fraccidon hidrosoluble se
correlaciond con los niveles de los principales antioxidantes (fenoles y vitamina C), pero no se
atribuye solo a la suma de ambas clases. Es posible que la correlacion dependa también de los
efectos sinérgicos entre todos ellos y de sus interacciones con otros constituyentes de la fraccién

(Tedeschi et al., 2011).

Diversos elementos influyen en la composicidon quimica del tomate como factores ambientales
(temperatura, radiacion solar y el déficit hidrico entre otros), y las practicas de cultivo (la
seleccion del cultivar, el estado de maduraciéon en el momento de la cosecha, el sistema de
riego, etc.) e intervienen en una mejora de la calidad nutricional y del contenido de polifenoles,
carotenos y vitamina C (Li et al., 2011). Las variaciones en el perfil de compuestos fendlicos y la
CA hidrofilica son de gran importancia agrondmica entre las variedades de tomate (variabilidad
genética); dichos patrones son tan caracteristicos, que en la actualidad se postula su aplicacién

como marcadores taxondmicos (Tedeschi et al., 2011; Vallverdu-Queralt et al., 2011a).

La concentracidn de los principales antioxidantes también muestra un patrén diferenciado entre
las estructuras internas y externas del fruto (Helmja et al., 2008). En la pulpa del tomate hay una
concentracién de fenoles 33 % superior que en el pericarpio; pero es maxima en las semillas. El

pericarpio representa el 68 % de la masa del tomate, la pulpa (sin semillas) el 28 %, y las semillas
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el 3 %. Es en la primera estructura en donde se encuentra la mayor cantidad de fenoles (Ozgen
et al., 2012). En la cuticula del fruto hay licopeno y el principal fenol es la rutina, seguida de la
naringenina, derivativos de la rutina y del acido clorogénico, pero la capacidad captadora de
radicales libres es baja debido a que los fenoles presentes se encuentran unidos a la pared

celular cuticular (Navarro-Gonzalez et al., 2011).

A lo largo de la maduracién se verifican cambios en el contenido de fenoles y en la capacidad
antioxidante de los tomates. En estadios tempranos, cuando el fruto ha completado la
maduracién pero presenta color verde, los valores toman los niveles mas bajos de capacidad
antioxidante (FRAP y TEAC) que se incrementan progresivamente durante la maduraciéon
postcosecha hasta alcanzar el maximo nivel cuando el fruto presenta un color rojo. La tendencia
en la concentracién de fenoles es contraria a la de la capacidad antioxidante y es mds marcada

en el tejido de la pulpa (Ozgen et al., 2012).

Las operaciones de transformacion industrial y doméstica como son la elaboracidén de zumos,
kétchup, gazpacho, o el almacenamiento de los productos derivados del tomate (zumos vy

kétchup) provocan variaciones en el perfil cualitativo y cuantitativo de fenoles.

El procesamiento genera variaciones en el perfil fendlico principalmente en el acido
protocatequico-o-hexdsido, apigenina y sus formas glicosidadas, en la quercetina-o-dihexésido,
el kaempferol-c-hexdsido y el eriodictiol-o-diexdsido (Vallverdd et al., 2011c). Durante el
almacenamiento hay una disminucién del contenido de polifenoles totales y de la capacidad
antioxidante después de 6 meses (Kéchup 7 % y zumo 12 %). El descenso mas significativo de
fenoles individuales se observa en las concentraciones de quercetina, seguida del acido caféico y
el dacido ferdlico, mientras que los polifenoles glicosilados son mas estables durante el
almacenamiento. Los valores de capacidad antioxidante (ABTS y DPPH) disminuyen

paralelamente al contenido de polifenoles (Vallverdu-Queralt et al., 2011b).
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3.5. Generalidades de la calabaza.

3.5.1. Origen y descripcion botanica de la calabaza.

La calabaza (Cucurbita) es originaria de América del Sur, es miembro de la familia Cucurbitaceae,
una de las mayores familias del reino vegetal, que consiste de un gran numero de especies
vegetales comestibles. Se les clasifica como variedades de las especies Cucurbita mdxima,
Cucurbita pepo, Cucurbita moschata y Cucurbita mixta de acuerdo a la textura y forma de los

frutos (Shi et al., 2013). La variedad usada en este estudio fue C. moschata (“Butternut”).
Los frutos de la calabaza son aprovechados como hortalizas, tanto en estados de maduracion
completa como inmaduros. Los frutos inmaduros son conocidos como “calabacines” y los

maduros “calabazas”, ambos son consumidos en todo el mundo (Oloyede et al., 2012).

3.5.2. Produccion de calabaza.

e Produccién mundial

En el 2011 se produjeron en el mundo aproximadamente 21 millones de Toneladas de calabaza;
China fue el principal productor con casi 7 millones de Toneladas abarcando la tercera parte de
la cosecha mundial (Fig. 3.5-1), le siguieron India y la Federacion Rusa. Espafia ocupd el décimo

tercer lugar con un volumen de 340 mil toneladas.

e Produccidon Nacional.

Los datos de la produccion de calabazas durante el 2010-2011 (MAGRAM, 2011); muestran que
en Espaia se produjeron 53.000 toneladas; de las que un 78 % se destinaron a la venta en
fresco, y el resto al consumo humano directo (2,5 %), al animal (2,17 %) y el 17 % se destind a la
venta para su transformacién. La Comunidad Auténoma con mayor produccidn fue Canarias con
un 41 %, seguida por la comunidad Valenciana (28 %), Andalucia (9,6 %), Castillay Ledn (8,7 %) y

Murcia (3,8 %), el resto de las comunidades contribuyeron con el 4,6 % (Fig. 3.5-2).
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Produccion Mundial Calabaza 2011
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Figura 3.5-1. Principales paises productores de calabaza (FAO, 2011).
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Figura 3.5-2. Produccién nacional y primeras comunidades productoras de calabaza en

Espaia (MAPA, 2011).
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3.5.3. Composicion quimica de la calabaza.

Por su composicidon quimica (Tabla 3.5-1), la calabaza, es una hortaliza con un perfil nutritivo
mas balanceado que la mayoria de hortalizas de cultivo, en donde resalta el elevado contenido
de proteinas. Los frutos maduros tienen un contenido de humedad entre 80—-96 % y pesan entre
1 a 2,5 kg. El contenido de proteina varia ente 0,6 a 1,8 g/100g m.s., mientras que el de
carbohidratos es de 4,6 a 5,6 %. El bajo contenido de colesterol la hace apropiada en la dieta de

pacientes obesos e hipertensos (FAO, 2010; Guinea et al., 2011).

Tabla 3.5-1. Composicion quimica en 100 g de calabaza cruda.

Nutriente Contenido

Humedad (%) 80-96
Proteina (%) 0,6-1,8
Lipidos (%) 0,0-0,2
Extracto crudo (%) 0,5-1,3
Cenizas (%) 0.8-1,4
Carbohidratos (%) 4,6-5,6
Azucares reductores (g) 2,4
Azucares no reductores (g) 2,3
Acidez (mg) 20
Carotenoides (mg) 2
Vitamina A (mg) 280
Vitamina C (mg) 12
Vitamina E (mg) 1

Es rica en polisacaridos constituidos por cuatro tipos de monosacaridos, D-glucosa, D-galactosa,
L-arabinosa, xilosa y acido D-glucordnico. Tienen la propiedad de reducir la respuesta metabdlica
a la glucosa y de mejorar el metabolismo lipidico; estos polisacaridos se pueden afiadir a la dieta

especial de diabéticos como sustituto del azticar (Adams et al., 2011; Zheng et al., 2011).

La calabaza esta constituida por un 73 % de pulpa y 27 % de cascara; estas estructuras también
han sido estudiadas como una fuente alterna de pectina con propiedades funcionales utiles e
importantes efectos bioldgicos. Puede llegar a contener un 14,4 % de pectina con una estructura
que incluye acido urdnico, galacturénico, ramnosa, fucosa, arabinosa, xilosa, manosa, glucosa y

galactosa (Kostalova et al., 2012; Kostalova et al., 2013).
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Las semillas son fuente de acidos grasos insaturados, antioxidantes y fibra con actividades anti-
aterogénicas y hepatoprotectoras, contienen 44,1 % de acido oléico, 34,7 % de linoléico y 15,9 %
de palmitico (Makni et al., 2008); 18:2 n-6, w-6 a los que se les atribuyen efectos benéficos sobre

la salud y como coadyuvantes en la prevencién de enfermedades crénicas (Kumar et al., 2006).

El aceite de la semilla es rico en tocoferoles con predominio de a-tocoferol, contiene esteroles
siendo el B-sitosterol el mayoritario, en éste se han detectado seis acidos fendlicos el

protocatequico, caféico, siringico, vanillico, p-cumarico y ferulico (Reziga et al., 2012).

3.5.4. Distribucidn y contenido de sustancias antioxidantes en la calabaza.

La calabaza es rica en carotenoides con elevado valor nutricional protector y promotor de la
salud (Gongalves et al., 2007). Las estructuras caracteristicas de los carotenoides son sistemas de
dobles enlaces conjugados que tienen al menos dos grupos hidroxilo, lo que influye sobre sus

propiedades quimicas, bioquimicas y fisicas.

El contenido total de carotenoides de la calabaza presenta la siguiente composicion: 43 % de a-
trans-B-caroteno, 28 % de luteina y ésteres de luteina, 20 % de a-caroteno y 9 % de al-cis-B-
caroteno; también hay pequefios porcentajes de luteina y anteraxantina. el perfil general de
carotenoides puede variar ampliamente tanto en su distribuciéon cualitativa como en la
cuantitativa, cuando se comparan diferentes cultivares, e incluso, entre frutos del mismo cultivar

(Kurz et al., 2008; Shi et al., 2013).

El contenido de polifenoles en extractos etandlicos de calabaza es bajo respecto a hortalizas
como pimientos verdes, espinacas o pepinos (Ali et al., 2011; Dhar et al., 2011; Takebayashi eta
I., 2013). Sin embargo, se ha encontrado una correlacién significativa entre la capacidad

antioxidante (DPPH) y el contenido de flavonoides y fenoles totales en esta hortaliza.

El contenido de fenoles y flavonoles puede variar por la influencia de factores diversos como la
variedad, la estacidn del afio, luz, clima, grado de maduracion; también esta influidos en parte
por presiones ejercidas por insectos y microorganismos, por el uso diferencial de pesticidas y

fungicidas, entre otras (Javaherashti et al., 2012).
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La fertilizacion altera la composicion quimica proximal y el perfil de antioxidantes. Las tasas
maximas de fertilizaciéon reducen la composicidon proximal en un 62 % y el contenido de
antioxidantes en un 79 % tanto en los frutos inmaduros como en los maduros. Por ello, se
recomienda que para obtener un mayor beneficio para la salud, los frutos de calabaza han de ser

cultivados con la aplicacion de poco o ningun fertilizante (Jaeger et al., 2012).

A la vez, la maduracién es un factor que también condiciona el perfil proximal y de
antioxidantes. En los frutos maduros la concentracién de fenoles totales es un 71 % superior que
la de los frutos jévenes. Las concentraciones de flavonoides, antocianinas y proantocinidinas son
respectivamente 4,5 % 14 % y 17 % superiores en los frutos maduros que en los jévenes. Pero la
magnitud de la capacidad antioxidante (DPPH) se mantiene estable durante la maduracidn

(Oloyede et al., 2012).
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4. ELABORACION CULINARIA DE ALIMENTOS.

4.1. Naturaleza del proceso de coccion.

En el dmbito de la tecnologia culinaria, se define como coccién a cualquier proceso térmico que
se aplique para la elaboracién de un plato cocinado. La aplicacién de calor se realiza con el fin de
modificar las caracteristicas sensoriales (textura, sabor y aroma) de los alimentos y mejorar su
palatabilidad. Las temperaturas empleadas contribuyen a la reduccién de la carga microbiana, a
la destruccion de enzimas, y segun la técnica aplicada, a la disminucién de la actividad de agua

(Ordodiiez et al., 1998).

La coccién representa un tratamiento térmico del alimento donde el calor incrementa la
movilidad de las moléculas y le aporta la energia suficiente para que reaccionen entre ellas y se
transformen. Puede considerarse como una operacidn capaz de transformar de modo fisico y/o
guimico el aspecto, la textura, la composicién y el valor nutritivo de un alimento mediante la
accion del calor, con el fin de satisfacer los sentidos de la vista, del gusto y del olfato (Bello,
1998).

En la coccidn existen dos procesos bien diferenciados:

1) Procesos primarios:

Son de naturaleza fisica e intervienen los mecanismos de transferencia de energia y de masa.

Transferencia de energia: Resulta de la llegada del calor a la superficie del alimento y de su

propagacion hacia el interior.

El aporte de calor a la superficie del alimento esta condicionado por los materiales que acttan
como medios de transferencia de calor, especificamente por su conductividad térmica, que
puede definirse como la resistencia que opone un material a la conduccién de calor. Mientras
que la transferencia desde la superficie del alimento hasta el interior depende de la

conductividad térmica de éste. La conductividad térmica de un alimento varia dependiendo de
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caracteristicas intrinsecas como su estructura celular, la proporcién de aire atrapado entre las
células, el contenido de agua y la composicién quimica, de ahi se desprende que cada alimento
requiera de un tratamiento térmico a una temperatura especifica durante tiempos controlados

para conseguir las caracteristicas organolépticas 6ptimas (Fellows. 2007).

Transferencia_de masa: Como consecuencia del incremento de temperatura, se originan

movimientos moleculares en el interior del alimento y, en muchas ocasiones, intercambio de
componentes entre el alimento y el medio que lo rodea. Son de destacar las pérdidas de masa
por evaporacidn superficial de agua. Puede ser de tal intensidad que provoca una corriente
migratoria de moléculas desde el interior del alimento hacia la superficie que reemplazan a las
perdidas por evaporacién. Con ello, la difusién de liquido también arrastra hacia el exterior

moléculas de otros componentes que se encuentran en disolucion (Tscheuschner, 2001).

Algunos factores determinantes de la velocidad de transferencia de masa por pérdida de agua

superficial durante el proceso de coccién son:

- Latemperatura de la superficie del alimento

- Latemperatura del medio (que puede ser el aire).
- La humedad relativa de ese medio.

- Lavelocidad a la que se mueve el medio.

- Laactividad de agua en el alimento (humedad relativa en equilibrio con el medio).

2) Procesos secundarios:

Son de naturaleza fisica y quimica. La cantidad de calor recibido por los alimentos durante el
tratamiento térmico modifica los sistemas fisicoquimicos y las estructuras quimicas de sus
componentes con posibles reacciones entre ellos. Estos fendmenos fisicos y quimicos
producidos durante la coccidn afectan la calidad organoléptica, nutritiva y sanitaria. Una vez que
el calor incrementa la temperatura del alimento, se originan procesos bdsicos del cocinado como
el reblandecimiento de fibras, la coagulacién de las proteinas, la disoluciéon de los compuestos
guimicos, la liberacidn de jugos y cambios en los factores de apariencia y sabor. La mayor parte
de estos cambios cualitativos se aceleran cuando aumenta la temperatura, de manera que
tiempos excesivos y temperaturas demasiado elevadas provocan cambios que pueden ser

negativos para la calidad del alimento (Mc Gee, 2004; Myhrvold et al., 2011).
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En el alimento se producen dos tipos de cambios (Bello, 1998):

Cambios de naturaleza fisica, externos y visibles, que atafien a la apariencia, textura y flavor del

producto, con una clara repercusion visual, olfativa y gustativa (Tabla 4.1-1).

Cambios de naturaleza quimica, que afectan a la composicion molecular del alimento y se

relacionan tanto con su valor nutritivo, como con su seguridad microbioldgica. A medida que
aumenta el grado de trasformacidon mayores suelen ser las modificaciones del valor nutritivo. El
grado de modificacidon depende del nutriente considerado, del alimento o sistema alimenticio
particular y de la mayor o menor intensidad del proceso tecnolégico aplicado. Aunque con la
aplicacion de las técnicas de coccidn no se modifica sustancialmente el valor nutritivo de los

alimentos (Gil, et al., 2010).

Tabla 4.1-1. Cambios de naturaleza fisica, externos y visibles en los alimentos.

Tipos de Cambio

= Pérdidas de agua de constitucion por deshidratacion superficial (en
alimentos horneados).
En el volumen = Pérdidas de materia grasa por fusion.
= Aumento del volumen por rehidratacion (pastas, legumbres, arroces y

todos los productos deshidratados).

= Alteracidon molecular a consecuencia de ionizacién dependiente del pH.
= Caramelizacion de los mono- y disacdridos presentes.
En la coloracién = Pardeamiento en estructuras proteicas, que han coagulado a

consecuencia de una desnaturalizacion.

= Coagulacion de las proteinas desnaturalizadas, con el consiguiente
endurecimiento (proporcional a la duracién de la coccion).
En la consistencia = Gelatinizaciéon del almiddn, con espesamiento de la fase liquida por
aumento de la viscosidad.
= Dextrinizacién (Endurecimiento del almidén en medio seco).

= Reblandecimiento de la celulosa (coccidn de legumbres).

= Captacion de sabores.

= Liberacién de sustancias volatiles.

= Desarrollo de sabores como resultado de reacciones quimicas.
En el sabor y aroma e . .

= Volatilizacién de sustancias aromaticas.

= Solubilizacién de sustancias sapidas.
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Un gran nimero de reacciones quimicas se desencadenan y progresan durante las operaciones
de coccidn, entre ellas se destacan la reaccidn de Maillard (pardeamiento no enzimatico), la
reaccion de Strecker, la oxidacidn de acidos grasos, la caramelizacién, e incluso, la carbonizacién

de de azlcares, grasas y proteinas.

El resultado de las reacciones quimicas que tienen lugar durante la coccidn es el desarrollo de
colores pardos tipicos en la superficie de los alimentos, asi como la generaciéon de una gran
cantidad de compuestos aromaticos y sapidos (aldehidos, cetonas, lactonas, alcoholes, ésteres,
etc.) que contribuyen dependiendo de la composicion original del producto y de la temperatura
y el tiempo de calentamiento, al sabor y olor caracteristico de los alimentos tratados (Fennema,
2000). En los alimentos fritos hay que considerar que el producto final también contiene

compuestos volatiles procedentes del aceite de fritura (Boskow, 2004).

En general, todas estas operaciones de cocinado mejoran la digestibilidad de los alimentos y
contribuyen a la destruccidon de algunos factores antinutritivos presentes de forma natural en
ciertos alimentos, como por ejemplo los inhibidores de proteasa en la soja, o glicoalcaloides en

las patatas y las berenjenas (Menella et al, 2010; Hall et al., 2006; Shiu et al., 2007).

4.2. Clasificacion de las técnicas de coccion segin el medio de

transferencia de calor.

La coccidon es un proceso por el que se alcanza, dentro del alimento, la temperatura necesaria
para conseguir efectos culinarios especificos. Para ello se pueden aplicar diversos sistemas de
tratamientos térmicos (Tablas 4.1-2, -3, -4 y -5). El proceso de coccidn se considera precisado
cuando se establecen los perfiles de las temperatura y de humedad que van desde el exterior del
alimento hasta su interior, tales perfiles quedaran definidos por el conjunto de unos parametros

tecnoldgicos, ajustados a las condiciones de cada sistema y de cada producto (Bello, 1998).
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Tabla 4.1-2. Clasificacion y descripcidn de las cocciones en medio graso.

Técnica de
Coccion

W LLEGET [

Caracteristicas

Equipos

Fuente de calor

Aplicaciones

Introduccion

Efectos

Coccidén total o parcial
en poca cantidad de
cuerpo graso calentado

Domeésticos:
Sartenes planos con

Salteado a fuego vivo. bordes bajos
(pequefia fritura) Mejora la (facilitan el
palatabilidad, dora la desprendimiento de
superficie y  vapores).
proporciona un flavor
atractivo.
Método rapido.
Cocciones en
medio graso Fritura Nivel de aceite escaso Domésticos:
que ha de renovarse en  Sartenes o
Coccion por el proceso. El producto recipientes de poca
inmersion en Fritura se frie en la porcion profundidad
cuerpo graso (160 superficial sumergida y el resto Industriales:
y 200°C). por el vapor del Sartenes abatibles o
El calentamiento es interior. basculantes de acero
rapido y uniforme. inoxidable con
Se forma una bordes bajos (20-25
costra, o corteza, cm).
doraday crujiente. Alimento sumergido en  Industriales:
El medio graso aceite (6ptima relacion  Freidoras continuas o
actia como medio * Fritura tamafio/volumen). discontinuas, con
de transferencia de  profunda  Renovar el aceite rejillas contenedoras,
calory al integrarse  (gran durante proceso. filtros y termostatos.
en el alimento fritura) Calentamiento rapidoy En acero inoxidable,

como ingrediente

uniforme.
La fritura ocurre en
toda la superficie.

evitar cobre,
aleaciones y
galvanizados.

Gas ciudad, gas
propano,
electricidad o
inmersion  de
resistencias
eléctricas.

Debe
asegurarse la
homogeneidad
y regularidad en
los sistemas de
calor.

Alimentos:
Toda clase de alimentos
crudos o cocidos en

piezas pequefas.

Grasas de fritura: Las
estables frente al efecto
del calor. Aceites de
oliva, cacahuete, girasol,
germen de maiz,
multivegetal, manteca
de cerdo, grasa de rifidn
de buey o ternera, sebo

de vaca, grasas
artificiales sélidas
Alimentos:

Toda clase ya sea
crudos, parcialmente
cocidos o con
preparaciones  previas
(enharinado, rebozado,

empanado).

Grasas de fritura: Las
estables frente al efecto
del calor. Aceites de
oliva, cacahuete, girasol,
germen de maiz,
multivegetal, manteca
de cerdo, grasa de rifidn
de buey o ternera, sebo
de vaca, grasas
artificiales sdlidas.

Alimento:

El brusco contacto con el bafio
de aceite caliente le ocasiona:
Coagulacion de las proteinas
superficiales, caramelizacion
del almidon y favorece la
reaccion de Maillard.
Desarrolla una costra
superficial que impide la
salida del vapor de agua, asi
el alimento se cuece a 100°C.
Se reduce el contenido acuoso
de la parte interna y por ende
se concentran los nutrientes.
Se deshidrata la parte externa
de la corteza con desarrollo
del color.

Aceite:

Como resultado del
calentamiento:

Sufre  una  hidrélisis de

triglicéridos con liberacion de
acidos grasos.

Reacciona con el oxigeno del
aire con formacién de
productos de oxidacién.

Forma enlaces cruzados entre
acidos grasos oxidados y da
lugar a sustancias poliméricas
y 4cidos grasos ciclicos.

(*) Técnica incluida en el estudio.
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Tabla 4.1-3. Clasificacion y descripcién de las cocciones en medio acuoso.

Técnica de
Coccion

Modalidades

Caracteristicas

Equipos

Fuente de calor

Aplicaciones

Efectos

Cocciones
medio acuoso

en

Cocer o hervir

Dependiendo
de la
temperatura
inicial del medio
de coccion se
divide en:

Agua fria

*Agua en
ebullicién
y

Agua
caliente

Coccién por
inmersion en medio
acuoso. Debe
mantenerse una
cantidad de liquido
suficiente y
minimizar las
pérdidas por

evaporacion.
El tiempo depende

de la calidad vy
volumen del
alimento.

Marmitas cldsicas:

Es un generador de
calor capaz de
calentar un recipiente
profundo o cuba.

Pueden ser fijas o
basculantes, a presién
normal de trabajo o
con sobrepresion
(marmita exprés)

Construidas en acero
inoxidable o aluminio
laminado de gran
espesor.

Directas:

Con los focos de
calor bajo la
cuba:

Electricidad con
resistencias
blindadas.

las de gas
butano y gas
ciudad con
quemadores.

Indirectas:

Por intercambio
de calor desde
una camara de
calentamiento

aplicada en el
exterior de la

cuba y que
contiene un
fluido

intermediario
caliente (agua o
vapor)

Arroz, legumbres, pastas
alimenticias, verduras de
hojas.

Productos que requieren
cocciones prolongadas.

Las frutas se cuecen en
jarabe, asi el jarabe
penetra en la fruta y el
agua de constitucidn pasa
al jarabe junto con
sustancias solubles,

Carnes magras. En caldo
corto para volatiles y
pescados.

Productos de humedad
alta y flavor suave en
recipientes sin tapar. Se
hierven con agua
productos con humedad
alta y flavor fuerte

Alimento

Cuando se introducen los alimentos en
agua aun fria hay intercambio de
sustancias en ambos sentidos, entre el
alimento y el medio por procesos de
6smosis. A los 70°C coagulan las
proteinas superficiales y se detiene la
migracién.

Ocurre hidratacion de almidones,
Conversidn del colageno en gelatina. Las
fibras musculares absorben agua, se
fragmentan y se ablandan, también las
fibras celuldsicas y las macromoléculas
de almidén.

También degrada sustancias toxicas.
Cuando el medio liquido tiene elevada
concentracion de sustancias disueltas
aparece una presidn osmodtica que se
opone a la salida de compuestos del
alimento.

Cuando se introducen los alimento en
agua a partir de los 70°C, coagulan las
proteinas superficiales y se dificulta el
intercambio entre el alimento y el medio.
E minimizan las pérdidas de sales
minerales y vitaminas hidrosolubles

Agua de coccidn:
Se enriguece con nutrientes y

compuestos aromaticos y de sabor.

(*) Técnica incluida en el estudio.
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Tabla 4.1-3. Clasificacién y descripcion de las cocciones en medio acuoso (continuacién).

Técnica de

Modalidades

Caracteristicas

Equipos

Fuente de

Introduccion

Coccion

Cocciones en
medio acuoso

Escaldar o blanquear

Coccién incompleta.
Con tratamientos
térmicos muy cortos.
Sirve para inactivar
sistemas enzimaticos
y es considerada una
operacion previa.

Se le llama
sancochado cuando
el tratamiento es
mas prolongado.

Marmitas clasicas:

Es un generador de calor
capaz de calentar un
recipiente profundo o cuba.
Pueden ser fijas o
basculantes, a presién normal
de trabajo o con sobrepresion

Coccidn lenta (marmita exprés)

mediante un liquido

acuoso, justamente Construidas en acero

por debajo de su inoxidable o aluminio
Escalfar punto de ebullicién laminado de gran espesor

durante un tiempo

justo para evitar la

sobreccoccion.
Coccién  al
vapor

A presion Temperaturas Marmitas a vapor sin presion

Coccion normal préximas a 100°C (vapor hiumedo o saturado)
mediante
vapor de
agua que El proceso mas Marmitas a vapor con presion
calienta rapido. Ahorra  (vapor seco o
directamente A  presion  trabajo. sobrecalentado). Con cerrado
los elevada Temperaturas (110 y  hermético, valvulas de
alimentos. 120°C) en funcién de seguridad, control de presion,

la presion

purgas de aire y
Evacuacidn de condensados.

calor
Directas: con
los focos de
calor bajo la
cuba:

Electricidad
con
resistencias
blindadas.
Las de gas
butano y gas

ciudad con
quemadores.
Indirectas:
Por
intercambio
de calor
desde una

camara de
calentamiento
aplicada en el
exterior de la
cuba y que
contiene un
fluido
intermediario
caliente (agua
0 vapor)

Aplicaciones Efectos
Alimentos: Toda clase
crudos o cocidos en piezas  Alimentos:
pequefias. Puede enriquecerse con otras
Para suavisar el flavor sustancias aportadas por el
fuerte de algunos medio.
alimentos como col,
cebolla, nabo, despojos. Medio liguido:
Medio  liguido: Agua, Gana en nutrientes y en
caldo corto, jarabe o sustancias sapidas.
vapor de agua normal o
sobrecalentado.
Alimentos: Aquellos con Alimentos:
bajo contenido acuoso. Textura mas tierna, mas

Piezas grandes de
pescados y volateria.
Carnes, aves

digerible. Aumenta el flavor, la
jugosidad, la blandura y los
rendimientos.

Medio liguido:Agua, Absorbe agua y se rehidrata.
caldo, fumet, leche, O bien, alimentos ricos en agua
jarabe, etc. pierden alguna cantidad.
Alimentos: Productos Alimentos: mas ligeros vy
delicados filetes de faciles de digerir con textura

pescado, piezas de carne.
Productos humedos vy
ricos en almidén. Pelado
de frutas y tomates

mas agradable y comestible.
Se limitan los fendémenos de
6smosis y se da una mayor

retencion de sustancias
hidrosolubles.
Mantiene las cualidades

nutritivas  iniciales 'y los
sabores genuinos.
Retiene los nutrientes.
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Tabla 4.1-4. Clasificacion y descripcién de las cocciones en medio no liquido.

Técnica de

Modalidades

Caracteristicas

Equipos

Fuente de

Aplicaciones

Efectos

Coccion

calor

Calor procede de fogdn Parrilla de acero,
al aire libre que se hierro fundido, acero
transmite por inoxidable, acero
Asar a la radiacion hacia el cromado o aleaciéon Brazas de Alimentos: de primera.
parrilla alimento. de hierro, cromo y carbdn, Principalmente piezas de
Temperaturas  entre niquel. resistencias carne delgadas y tiernas
600 y 900°C. eléctricas, de mamiferos o aves.
Con fuego directo Coccion rapida. tubos de
cuarzo, roca Perotambién
volcanica
Los alimentos se Planchalisa calentada, Pescadosy
Cocciones en calientan por Plancha nervada de gas, ceramica Vegetales.
medio no conduccion desde la acero, hierro  refractaria,
liquido placa caliente. fundido, acero porcelana.
Asar a la Flama en contacto con inoxidable, acero
plancha la plancha. cromado o aleacion
Temperaturas hasta de de hierro, cromo y
1100°C. niquel.
Coccion rapida
En un recinto cerrado, Hornos clasicos o de Alimentos: de primera.
el calor se transfiere conveccién natural Piezas de carne de
tanto por radiacion (hornos de calor Electricidad, mamiferos y aves de
como por conveccion. estatico). gas propano, mayor volumen.
Con fuego Asar al Formacion de una gas ciudad o
indirecto horno costra externa. Hornos de lefa. Pescados y vegetales
Temperaturas  entre convecciéon forzada
150y 200°C con impulsor de aire.

Coccidn lenta

En carnes:

Desnaturalizacién de proteinas a
los 65°C por encima de 75°C se
endurecen.

El coldgeno se transforma en
gelatina a los 56°C.

Grasa muscular funde en la carne
y le da jugosidad.

En general:
Formacién de costra superficial,

crujiente y coloreada.
Los productos de las reacciones
de Maillard y caramelizacién
contribuyen al flavor.

Concentracion y retencién de
nutrientes por pérdida de agua.
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Tabla 4.1-5. Clasificacion y descripcidn de las cocciones mixtas.

Técnica de

Introduccion

Coccién

Cocciones mixtas

El calor se
transmite al
alimento a través
de un medio que
puede contener
tanto agua como
grasa,
provenientes de
un liquido
anadido, o)
aportados por el
mismo alimento,
o por los
ingredientes con
que se elabora.

Modalidades Caracteristicas Equipos Aplicaciones Efectos
Coccién parcial o total. El
*Rehogar alimento pasa bajo fuego débil, Elalimento no toma
por una sartén con poca cantidad color.
de aceite. Interviene del agua
aportada por el propio alimento.
Sofreir Sinénimo del rehogado El alimento se dora
ligeramente.
Coccidn prolongada con Recipiente Grandes pieza de Alinicio se forma una corteza. El calor contrae
temperaturas regulares y lentas. hermético (brasera) animales adultos y de las fibras musculares y concentra los jugos en
Técnica laboriosa. de dimensiones pescados, verduras el centro. Estos se comprimen hasta que el
Braseado Para humedecer se afade un justas para que la escaldadas y agua se transforma en vapor y disocia las
fondo concentrado, asi no se pieza se mantenga refrigeradas. fibras. Los jugos se difunden hacia el exterior
fuerza la salida de las sustancias siempre  cubierta por capilaridad y pasan a la salsa al mismo
del alimento por 6&smosis. Se por liquido. tiempo que penetran algunos compuestos en
consumen el sélido y la salsa. el alimento (fendmenos de expansion).
Guisado Se  obtienen preparaciones Alimentos entrozos.  Concentracion de sustancias favorecida por la

Rago(t (Francia)

Carbonada (Bélgica)

Osso bucco (ltalia)

econdmicas y variadas.

Cocer a cubierto en un liquido
ligado, lentamente y de modo
regular alimentos previamente
salteados y dorados.

Volatiles, caza,
pescados, carne de
segunda y tercera
(ricos en tejido
conectivo).

coagulacion de las proteinas superficiales y la
caramelizacion de azucares (formacidon de
costra). En seguida ocurren fendmenos de
expansion.

Estofado
Coccién del
alimento con

poca grasa y con
el liquido de
constituciéon  de
los ingredientes
de la preparacion.
Se consume el
sélido y el liquido.

A partir de
ingredientes
crudos

En su jugo

A fuego lento y sin tapar hasta
que los alimentos desprendan
agua. Se continua con el alimento
tapado a temperatura moderada
y constante.

Recipientes altos vy
estrechos provistos
de tapadera.

Verduras, carnes

Los alimentos desprenden jugos y grasa que
contribuyen a la coccion.

Se reduce al minimo la pérdida de sustancias
solubles y se conservan al maximo los sabores.
El alimento se impregna de los aromas que se
concentran en el interior del recipiente.

(*) Técnica incluida en el estudio.
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4.3. Efecto de la elaboracion culinaria sobre el contenido de polifenoles y

la capacidad antioxidante de las hortalizas.

En relacidn al efecto del cocinado sobre la ingesta diaria de la capacidad antioxidante total, se
considera que, por lo general son destructivos para los compuestos antioxidantes; sin embargo
en algunos casos se incrementa significativamente la capacidad antioxidante total respecto al
alimento crudo (Wu et al., 2004). La gravedad del dafio a las sustancias antioxidantes provocado
por tratamientos culinarios como la fritura, la coccidn al vapor o por hervido es diferente segun

se evaluen compuestos lipofilicos o hidrofilicos.

En un estudio en zanahoria (Daucus carota L.), calabacines (Cucurbita pepo L.) y brdcoli (Bassica
oleracea, var. Botrytis caput L.), Miglio y colaboradores (2008) observaron que la utilizacién de
medios de transferencia de calor apolares, por ejemplo el aceite durante la fritura, favorece la
difusién desde las hortalizas de compuestos como luteina, a-caroteno y B-caroteno y afecta en
menor medida la concentracion de antioxidantes solubles en agua como los polifenoles. Por el
contrario, durante el hervido migra una mayor cantidad de antioxidantes hidrofilicos (polifenoles
como el acido clorogénico, caféico y cumarico) hacia el medio de coccién, afectando en menor
extension (respecto a la fritura) a los antioxidantes solubles en grasas. Simultdneamente se
observa una mayor conservacion de B-caroteno en el calabacin respecto a la zanahoria, esta

tendencia la atribuyeron a la mayor termoestabilidad de los carotenos asociados a cloroplastos.

El tipo de cocinado también puede afectar la capacidad antioxidante total, por ejempl, los
alimentos cocidos al vapor muestran mayor capacidad que los hervidos, lo que se atribuye a la
menor lixiviacién de fitoquimicos hacia el agua de coccidon. Sin embargo, algunos fitoquimicos

incrementan su biodisponibilidad cuando la comida se cocina (Lako et al., 2007).

En el estudio de la aplicacion de microondas, rehogado y hervido de 6 variedades japonesas de
pimientos Chuah et al., (2008), encontraron una reduccidn significativa de la actividad
antioxidante solo con el hervido durante 5 minutos y una reduccion adicional cuando el tiempo
se prolongd a 30 minutos. Las variedades rojas mostraron resistencia al deterioro durante el
tiempo que excedid los 5 minutos de ebullicidn, y las verdes, por su parte, incrementaron la

actividad antioxidante (agua de coccién + tejidos) respecto a la medida en la hortaliza fresca.
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Se ha propuesto que los incrementos en la actividad antioxidante observados en varias
hortalizas tras el hervido, pueden ser el resultado de la inactivacién térmica de las enzimas
oxidativas y de la destruccidon de las paredes celulares promoviendo la liberacién de potentes
antioxidantes. El modo en que se presentd la reduccién en las concentraciones de fenoles
totales y acido ascérbico coincidié con lo ocurrido con la actividad antioxidante, aunque en estos
casos, la suma de las concentraciones (agua de coccidn + tejidos) no superé la de las hortalizas

frescas.

Se ha observado que los conjugados de quercetina son notoriamente resistentes a la
degradacion durante las operaciones normales de procesamiento y que las hortalizas que los
contienen son una fuente importante de flavonoles aun después de hervidas, si se consumen
junto con el liquido de coccion. Esta afirmacién también es aplicable a la mayoria de sustancias
antioxidantes y a la cuantificacién de su actividad y es respaldada por los resultados de
numerosos estudios que muestran que una cantidad importante es distribuida hacia el agua de
coccion utilizada durante los tratamientos hidrotérmicos, y que la sumatoria de las
concentraciones del sustrato sélido procesado y el liquido de coccidn, no solo igualan, sino que

también puede superar la de los vegetales sin procesar (Chuah et al., 2008).

También se recomienda reducir la cantidad de agua y el tiempo de coccién para obtener los
beneficios dptimos de los compuestos bioactivos. La gravedad de las pérdidas durante los
tratamientos hidrotérmicos estan relacionadas con la proporcién hortaliza/agua, con el tiempo
de coccidén y con el area superficial expuesta a la lixiviacidon. Asi, durante la vaporizacion en
donde no tiene lugar contacto alguno con agua liquida, se induce el menor efecto reductivo en

los componentes hidrosolubles, seguida por el escaldado y el hervido (Volden et al., 2004; 2009).

El escaldado es el tratamiento menos severo frente a la pérdida de vitamina C y causa menos
pérdidas de polifenoles que el hervido; pero en ambos tratamientos, las pérdidas son mas
severas cuando se habla de vegetales muy fragmentados o de hojas. El hervido, por si solo,
reduce considerablemente los contenidos de sustancias antioxidante, pero la pérdida se

intensifica si esta precedido por la congelacién (Sikora et al., 2008).

Las pérdidas de polifenoles durante los tratamientos térmicos también pueden deberse al enlace

covalente entre fenoles oxidados y proteinas o aminodacidos, asi como también a la

polimerizacién de fenoles oxidados (Friedman, 1996).
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4.4. Efecto de la elaboracion culinaria sobre el Aceite de Oliva.

El AOVE tiene una alta estabilidad durante la fritura por inmersidn de hortalizas elaboradas en el
hogar o en otros usos en donde se aplican temperaturas de fritura. Cuando se le compara con
otros aceites vegetales como el de girasol, algodén, maiz y soja, el aceite de oliva tiene una tasa
de alteracion significativamente mas baja. La mayor estabilidad a la oxidacién térmica explica el
por qué este aceite puede usarse repetidamente en operaciones de fritura antes de que alcance

el punto de rechazo de aproximadamente 25 % de compuestos polares totales.

Una explicacion de la resistencia del aceite de oliva al deterioro rédpido a elevadas temperaturas
es la presencia de antioxidantes naturales en la fraccidn insaponificable. Esos antioxidantes son
el tocoferol, escualeno y principalmente el avenasterol, este ultimo conocido como factor

antipolimerizante (Boskow, 1999).

La aplicacién de calentamiento por microondas puede inducir alteraciones oxidativas en el AOVE
y se ha encontrado que la concentracion de polifenoles disminuye progresivamente durante el
tratamiento con microondas después de 15 minutos de calentamiento (temperatura final
313,4°C). Las concentraciones pueden llegar hasta niveles no detectables cuando el contenido
de fenoles en el aceite fresco es mas bajo, por ejemplo en aceites de oliva (13 mg/kg de aceite).
Tras 15 min de tratamiento las concentraciones de hidroxitirosol, tirosol, y ooleuropein aglicona,
cayeron hasta 6, 38 y 0 % respectivamente. Los o-difenoles parecen ser mas resistentes a la
exposicién a microondas; los secoridoides permanecen invariables y los lignanos no presentaron
descenso significativo. El dacido elendlico por ser altamente termoldbil, disminuye
significativamente con el tiempo de tratamiento hasta desaparecer tras 12 minutos (Cerretani et

al., 2009)

Durante la fritura se espera que la concentracién causada por la pérdida de agua junto con la
absorcion de AOV incremente la concentracion de polifenoles en las hortalizas fritas, mientras
qgue, se espera el resultado opuesto con la pérdida de polifenoles debida a la oxidacién

(Kalogeropoulos, 2007),
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Durante la fritura de calabacines, patatas, pimientos y berenjenas se cuantificd la cantidad de
aceite absorbida que vario de 5,5 % en el caso de pimientos verdes y calabacines a 35,9 % para
las berenjenas, por ser estas ultimas las hortalizas mas porosas. En el caso de la fritura de
hortalizas rebozadas (harina o mezcla de harina + agua) la absorcién se verifica principalmente

en la cubierta harinosa (Kalogeropoulos et al., 2007)

Durante la fritura por inmersidn de chips de patata en el rango de temperaturas de 150 a 190°C
se midieron cantidades de aceite absorbido que promediaron 41 % para el aceite de oliva; este
porcentaje superd al de los aceites de girasol, soja, cacahuete, colza (36,8 %) y de palma. Y se
incremento hasta 46,64 % cuando se practicod la fritura a la menor temperatura del rango

(150°C) (Kita et al., 2007).

Durante la fritura el a-tocoferol presente en el AOVE migra hacia las hortalizas, lo que resulta en
un enriquecimiento de las hortalizas con esta vitamina. El incremento sigue una relacién lineal
con la cantidad de AOVE absorbido, llegando a ser de entre 6-30 veces respecto a los vegetales
frescos (calabacines, patatas, pimientos verdes y berenjenas) que por su naturaleza contienen
cantidades insignificantes. Incluso la cantidad de tocoferol que se cuantificd en el aceite
absorbido llegé a ser 1.6-6 veces mayor que la cantidad remanente en el aceite de fritura

(Kalogeropoulos et al., 2007)

En términos generales, el procedimiento de fritura provoca la pérdida parcial de polifenoles
originalmente presentes en el AOVE y un enriquecimiento de las hortalizas fritas. En aceites
sometidos a fritura se ha identificado la quercetina adicionalmente a los fenoles presentes en el

aceite fresco (Kalogeropoulos et al., 2007).
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1. OBJETIVOS.

Los compuestos fendlicos son un grupo de sustancias que se encuentran exclusivamente en los
alimentos de origen vegetal, constituyen poderosos antioxidantes con un papel protagonista en
la captacion de radicales libres, combatiendo asi el estrés oxidativo. Al garantizar un aporte
continuo en la dieta, se complementa la actividad de las defensas enddgenas, ayudando con ello
a la prevenciéon de enfermedades crénico-degenerativas asociadas con estilos de vida oxidantes.
El aceite de oliva virgen extra (AOVE) es un alimento basico de la dieta espafiola y un aporte
importante de fenoles cuya accion es esencial en los beneficios a la salud que proporciona la
Dieta Mediterrdnea. La patata, el tomate y la berenjena también son alimentos basicos en la
dieta espafiola, y la calabaza por su parte, es de consumo frecuente pero poco estudiada y
Espana es uno de los principales productores mundiales. La primera destaca como fuente
importante de carbohidratos complejos, y el resto de ellas como aporte de vitaminas, minerales
y compuestos bioactivos no nutritivos.

La mayoria de alimentos han de ser sometidos antes de su consumo a un proceso de coccidn con
el objetivo de transformar mediante la accidn del calor el aspecto, la textura, la composicion, y
de mejorar la disponibilidad de los principios nutritivos y no nutritivos. En general se considera
qgue los métodos de cocinado pueden ejercer un efecto negativo sobre los compuestos

antioxidante al destruirlos en mayor o menor medida.

Por lo antes expuesto nos hemos planteado los siguientes objetivos:

1. Determinar los efectos de la aplicacion de cuatro técnicas culinarias de elaboracion
sobre los pardmetros bromatoldgicos de cuatro hortalizas, AOVE y agua.

2. Determinar los efectos de la aplicacion de cuatro técnicas culinarias de elaboracién
sobre el contenido de fenoles totales e individuales en el agua y en los extractos
metandlicos de cuatro hortalizas y AOVE.

3. Determinar a través de cuatro métodos, los efectos de la aplicacién de cuatro técnicas
culinarias sobre la capacidad antioxidante en el agua y en los extractos metandlicos de
cuatro hortalizas y AOVE.

4. Establecer similitudes entre cuatro hortalizas de la dieta mediterrdanea procesadas por
cuatro técnicas culinarias.

5. Determinar si cada técnica culinaria posee un perfil particular de parametros

bromatoldgicos, fenoles y capacidad antioxidante que las distinga entre si.
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1. ESTUDIO DEL EFECTO DE TRATAMIENTOS CULINARIOS EN EL
CONTENIDO DE FENOLES TOTALES Y ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DEL AOVE
Y HORTALIZAS.

1.1. Técnicas culinarias aplicadas en la elaboracion de las hortalizas.

1.1.1. Material.

e Muestras.

Se ha analizado aceite de oliva virgen extra (AOVE), por la importancia que representan para
Espafia como productor mundial y una serie de verduras representativas de la dieta
mediterrdnea espafola como la patata, calabaza, berenjena, y tomate. Adicionalmente, al AOVE
se le reconoce por su aporte de fenoles a la dieta y por el papel que desempenfa en las técnicas

culinarias tradicionales como medio de transferencia de calor y como ingrediente.

Las muestras de AOVE fueron adquiridas en una tienda de autoservicio de la localidad de
Granada, Espafia, en presentacion de garrafones de 5 |. Una vez adquirido, el aceite fue
distribuido en frascos de vidrio color ambar con capacidad de 500 ml y la operacién de cierre se
hizo bajo una corriente de Nitrégeno. Los frascos se mantuvieron cubiertos con papel aluminio y
en refrigeracién a 4°C hasta el momento de procesarlo. Antes de tomar las alicuotas cada envase

se estabilizd a temperatura ambiente y se agité su contenido para homogeneizarlo.

Las patatas, aptas para coccion y fritura de la variedad “Ambra” y la calabaza de la variedad
“Butternut” también fueron adquiridas en una tienda de autoservicio local en presentacién de
saco de 3 Kg, la primera; y como piezas individuales de 1,5 a 2 Kg la segunda. Las berenjenas de
la variedad “Black Beauty” y los tomates de la variedad conocida como “para ensalada” fueron
obtenidos a granel de un comercio local. Las muestras se adquirieron conforme se realizaban los
diferentes ensayos, a fin de que fueran lo mas frescas posibles y tras su adquisicion eran

directamente procesadas retirandole las semillas y /o la piel en algunos casos.
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e Material y aparatos.

- Vasos de precipitado de 500 ml de cristal o plastico.

- Pera de decantacién graduada de 500 ml de capacidad.

- Caso de acero inoxidable de 16 cm de didmetro con tapa (Monix, Espaia).

- Inserto de acero inoxidable para fritura.

- Placa eléctrica Orthegoza PE-2612 con control de temperatura.

- Balanza con capacidad de 600 gy precisién de milésimas de gramo Cobos.

- Termdmetro electrénico Crison modelo TM 65.

- Sonda termopar tipo K para temperaturas por inmersién Crison modelo 50 95.

- Sonda termopar tipo K para temperaturas por contacto Crison modelo 50 97.

1.1.2. Métodos de Aplicacion de Técnicas Culinarias.

e  Fritura por inmersion.

Fundamento
La fritura es un método de elaboracidn con temperaturas caracteristicas que van entre los 170-
180 °C, que remueve la humedad de la superficie del alimento y que puede calentarlo por
encima del punto de ebullicidn a temperaturas que generan los sabores y colores propios de las
reacciones de pardeamiento. La transferencia de calor hacia el alimento se realiza de la misma
manera que en el hervido, esto es, por las corrientes de conveccidon del liquido que en este caso

es aceite caliente (Le Cordon Bleu 1996; Bello, 1998; Lawson, 1999; Mc Gee, 2004).

Procedimiento
En una olla de acero inoxidable limpia y seca con capacidad de 1.5 | se calentaron 600 g de AOVE
fresco y nuevo hasta una temperatura de 180 °C medida con un termopar de inmersion “tipo K”
a 3 cm de profundidad. Se distribuyeron 120 g de patata, calabaza, berenjena o tomate en el
inserto y este se sumergio 3 cm en el aceite para freir los cubos de la hortaliza, hasta conseguir
una textura suave y un aspecto dorado (10 min). El tiempo O fue el instante en que se alcanzaron
los 180 °C (al introducir el alimento). Las temperaturas se registraron cada minuto hasta el final
de la fritura y la masa del aceite residual se determiné restando el contenido de grasa de la
fraccion frita a la cantidad inicial de aceite. Del aceite residual y de la fraccion sélida se tomaron

las muestras para los analisis y la obtencidn de extractos.
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e Rehogado.

Fundamento
Es una técnica de coccidn mixta en la que se realiza una coccidn parcial o total del alimento con
poca cantidad de aceite y en donde también interviene el agua aportada por el propio alimento;

el calor se aplica mediante un fuego débil.

Se le llama soffrito en italiano, o soffregit del catalan. Es un método en el que predomina el

calentamiento de los alimentos por conduccion desde una superficie caliente.

En esta técnica los alimentos finamente cortados y cubiertos con aceite se cocinan muy
lentamente con calor suave (80-100 °C), tiene el propdsito de desarrollar una base de sabor para
platos que incluyen mas ingredientes y generalmente se evitan o minimizan la deshidrataciéon y
el pardeamiento. El aceite tiene la funcidn de mantener un contacto constante y uniforme con la
fuente de calor, lubrica y evita que se pegue el alimento y ademads provee algo de sabor, en
conjunto con las temperaturas suaves consiguen ablandar las hortalizas y desarrollar, concentrar

y combinar los sabores (Bello, 1998, McGee, 2004; Le Cordon Bleu 1996).

Procedimiento
El procedimiento se cumplié de manera similar a la fritura, prescindiendo del inserto y utilizando
60 g de AOVE nuevo vy fresco. La temperatura se determind en la superficie inferior interna del

recipiente con un termopar “tipo K” de contacto.

Cuando se alcanzé una temperatura de 80°C se depositaron los 120 g de cubos de patata,
calabaza, berenjena o tomate. El contenido del recipiente se removié cada minuto durante 10
min hasta conseguir la coccidén, un aspecto cristalino y una textura suave, evitando cualquier
indicio de pardeamiento en la superficie y sin sobrepasar los 100 °C. En los ensayos se consideré
como tiempo O el instante en que se alcanzd la temperatura de 80 °C (momento en que se
introdujo el alimento). Simultdneamente, se registraron las temperaturas minuto a minuto hasta
el final del rehogado. La masa del aceite residual se determind restando el contenido de grasa de
la fraccién sélida rehogada a la cantidad inicial de aceite, de este aceite y de la fraccion sélida se

tomaron las cantidades necesarias para los andlisis y la obtencion de extractos.
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e Coccibn.

Fundamento
Es una técnica de coccién en medio acuoso que, en conjunto con la coccién al vapor, es uno de
los métodos de elaboracidon de alimentos mas simples, pues no requiere el control de la
temperatura, porque el agua al hervir, ya sea con una flama alta o baja, no sobrepasara los 100
°C. Ademas, como el agua es un excelente transmisor de calor, también es uno de los métodos
de coccién mas eficientes ya que, la superficie completa del alimento se mantiene sumergido y
en contacto con el medio de coccién, que es lo suficientemente denso para que sus moléculas
choquen constantemente con el alimento y ceda rapidamente su energia. Una caracteristica
importante es que el agua disuelve y extrae compuestos de las células del alimento (Mc Gee,

2004).

Procedimiento
El inserto con los trozos de patata, calabaza, berenjena o tomate, fue sumergido en el recipiente
cuando inicio la ebullicién de los 600 ml de agua destilada. La ebullicién se retomd en el menor
tiempo posible, y el calentamiento prosiguié con la olla cubierta durante 10 min hasta conseguir
la coccidn con una consistencia firme. En ambos ensayos se consideré como tiempo 0 el instante
en que se alcanzo la temperatura de 100 °C. Simultdaneamente, se registraron las temperaturas
determinadas con el termopar sumergido 3 cm, minuto a minuto hasta el final de la coccién. Se
calculd la masa del agua residual por diferencia entre la masa inicial y la final, de esta agua y de
la fraccién sdlida cocida se tomaron las cantidades necesarias para las determinaciones del

contenido de humedad, grasa y la obtencidn de extractos metandlicos.

e Coccidn en mezcla agua AOVE (Coccidn AA).

Procedimiento
En este caso el procedimiento fue exactamente el mismo que en el caso de la coccidén en agua.

Las diferencias basicas consistieron en:

- Emplear como medio de transferencia de calor una mezcla de 540 ml agua con 60 ml de

AOVE, es decir, en relacion 4,5:0,5.
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- Una vez concluido el experimento y extraida la hortaliza procesada, el medio de coccién
fue transferido a una pera de decantacidon protegida de la luz para efectuar una

separacion liquido/liquido que facilitara la recuperacién del AOVE y del agua.

e Escurrido y enfriamiento del material procesado.

Al final de cada técnica culinaria aplicada en los ensayos; el vegetal procesado se dejé escurrir
durante 5 min en el inserto de acero inoxidable en que fue manipulado, permitiendo que el
exceso de aceite y/o agua retornaran al recipiente de elaboracién. Enseguida el aceite, el agua y
la hortaliza en turno fueron transferidos a vasos de precipitado protegidos de la luz, para

dejarlos enfriar en refrigeracidn por separado hasta alcanzar la temperatura ambiente.

Para determinar el efecto de la aplicacién de 4 técnicas culinarias de uso frecuente en los
hogares (fritura, rehogado, coccién, coccién en mezcla aceite/agua (coccién AA)) sobre el
contenido de fenoles totales y la capacidad antioxidante del AOVE y las hortalizas, se trabajo en
las condiciones descritas en la Tabla 1.1-1 (Bello, 1998; MCGee 2004). También se analizaron los

alimentos en crudo, antes de ser sometidos a las técnica de cocinado elegidas.

Tabla 1.1.-1. Condiciones experimentales establecidas durante la aplicacion de los tratamientos

culinarios en estudio.

Condiciones Alimento Fritura Rehogado  Coccién Coccion

crudo AA

Medio de coccién N.a. AQV AQV Agua AguAAOVE
Cantidad de alimento (g) N.a. 120 120 120 120
Cantidad de medio de coccion (g) N.a. 600 60 600 600
Proporcion Alimento: medio de N.a. 1:5 1:.0.5 1:5 1:4,5:0,5
coccion
Tiempo (min) N.a. 10 10 10 10
Temperatura (°C) Ambiente 180 80 a100 100 100
Fraccion de analisis Alimento Aceite, Aceite, Agua, Agua, aceite,
alimento alimento alimento alimento
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Para las hortalizas, en cada bloque de experimentos, se hicieron tres repeticiones
independientes de los ensayos con cada una de las técnicas culinarias, utilizando en cada

repeticioén, fracciones del mismo lote de AOVE previamente caracterizado.

e Técnicas de analisis practicadas.

Se cuantificaron las siguientes variables y los incrementos respecto a los valores de los alimentos

crudos se expresaron como porcentajes (%):

- Contenido de humedad del medio de coccion (AOVE y/o agua) y de la fraccion sélida (%)
(Sullivan y Carpenter, 1993).

- Contenido de grasa de la fraccion sélida y del medio de coccién (%) (Sullivan y Carpenter,
1993).

- Concentracion de fenoles totales en los extractos de la fraccidn sélida, en el agua y/o el
AOVE (ug/g) (Singleton et al 1999).

- Perfil cualitativo y cuantitativo de sustancias fendlicas en los extractos de la fraccién
sélida, en el agua y/o el OVE (ug/g) (Escarpa-Gonzalez, 2002).

- Capacidad antioxidante de los extractos metandlicos de la fraccidn sélida y del agua o el
AOVE por los métodos DPPH (umol de Trolox/Kg) (Brand-Williams et al., 19933, ABTS
(mmol de Trolox/Kg) (Pellegrini et al., 1999), FRAP (umol de Trolox/Kg) (Benzie and Strain,
1996); DMPD (mmol de Trolox/Kg) (Fogliano et al., 1999).

e Preparacion de la muestra sélida.

Las hortalizas una vez procesadas y enfriadas fueron homogeneizadas con un batidor manual

hasta obtener una pasta con consistencia de puré.
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1.2. Métodos de andlisis de humedad, grasa y materia seca en las
fracciones (fraccidon sélida y medios de coccion) tras la aplicacidon de las

técnicas culinarias de elaboracion.

1.2.1. Material.

e Muestras.

Una vez separadas y a temperatura ambiente se analizaron las 36 fracciones obtenidas tras la
aplicacién de las cinco técnicas culinarias de elaboracidon para conocer el contenido de grasa,
humedad y materia seca en cada hortaliza (patata, calabaza, berenjena y tomate) y en los

medios de coccidn: aceite de oliva virgen extra y agua.

e Reactivos.

Los reactivos empleados en los andlisis bromatoldgicos se recogen en la Tabla 1.2-1.

Tabla 1.2-1. Reactivos utilizados en la determinacién de grasas, humedad y materia seca.

Nombre Proveedor ‘
Eter de petréleo Panreac
Sulfato de sodio anhidro Panreac

e Material y aparatos.

- Material de vidrio de calidad contrastada, necesario para gravimetria
- Cartuchos de extraccidn de grasas

- Balanza analitica con precision de décimas de miligramo Metler AE200
- Estufa de desecacidn P-Selecta

- Desecador
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- Sistema de extraccion de grasas Soxhlet
- Bafio de Maria P-Selecta, Presisterm

- Rotaevaporador de vacio

1.2.2. Métodos.

e Determinacién del contenido de humedad en hortalizas y agua.

Fundamento
Los procedimientos para determinar el contenido de humedad especificado en los estdndares
alimentarios generalmente involucran métodos de deshidrataciéon térmica. El material es
calentado bajo condiciones especificas y la pérdida de peso es considerada como una medida del
contenido de humedad de la muestra. Para una determinacién precisa, la tendencia es a secar
los alimentos a la menor temperatura posible. Para prevenir la reabsorcion de humedad después
del secado, la muestra debe ser transferida rapidamente del horno hacia un desecador y pesada
rapidamente, después de que la muestra haya alcanzado la temperatura ambiente (Sullivan y

Carpenter, 1993; Pomeranz y Meloan, 1994).

Procedimiento
Se determind por triplicado por el método gravimétrico manteniendo en una estufa de secado a
100 °C £ 5 °C un pesafiltros previamente desecado, estabilizado y pesado con 10 g de muestra
hasta que no se detectd variacion de peso (24 h). El contenido de humedad se calculé restando

al peso fresco el peso seco alcanzado y se expresé como porcentaje (AOAC, 1990).

e Determinacion del contenido de humedad en aceite de oliva virgen extra.

Procedimiento
Se agitd fuertemente el frasco que contenia el aceite y se vertieron rapidamente 10 g en un
pesafiltros previamente desecado (105 °C), estabilizado y pesado. Se pesd la muestra con
precision de 1 mg. El pesafiltros con muestra se colocd en la estufa y se mantuvo durante 30 min
y enseguida se dejé enfriar dentro de un desecador durante otros 30 min. Este tratamiento se
repitid en operaciones sucesivas, hasta que la diferencia entre dos pesadas consecutivas no

excediera el 0.05 % (Panreac, s/f).
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El contenido de humedad se calculd por triplicado restando al peso fresco, el peso seco

alcanzado y se expresd como porcentaje.

e Determinacion del contenido de grasas en hortalizas crudas y procesadas.

Fundamento
En esta técnica se considera que el extracto obtenido por extraccidon Soxhlet corresponde al
contenido graso de la muestra. La extraccidn de muestras sélidas con disolventes, generalmente
conocida como extraccidon sélido-liquido o lixiviacién, es un método muy utilizado en Ia
separacion de analitos de muestras sdlidas. El resultado representa el contenido de sustancias
extraibles, que mayoritariamente son grasas, aunque, también estdn reflejados pequefios
contenidos de otras sustancias como las vitaminas liposolubles y pigmentos. El procedimiento

puede aplicarse a distintos tipos de alimentos sélidos.

La extracciéon Soxhlet ha sido (y en muchos casos, continua siendo) el método estandar de
extraccién de muestras sélidas mas utilizado desde su disefio en el siglo pasado, y actualmente,
es el principal método de referencia con el que se comparan otros métodos de extraccién

(Sullivan y Carpenter, 1993; Pomeranz y Meloan, 1994).

Procedimiento
Se pesaron 5 g de muestra seca y homogeneizada con una precisién de £ 1 mg en un cartucho de
extraccidn, se agregaron 2 g de sulfato de sodio anhidro y se cubrié la muestra con un trozo de
algodon. El cartucho se colocd en la pieza media del dispositivo de extraccion Soxhlet y a esta
pieza se le ajusté un matraz redondo previamente desecado, estabilizado y pesado; en la parte
superior se ajustd el refrigerante. Finalmente se montd el dispositivo sumergiendo hasta la

mitad el matraz redondo en el bafio Maria.

Se depositaron en el sistema 200 ml de Eter de petrdleo y se hizo la extraccién manteniendo el
reflujo durante al menos 2 h. En seguida se retird el matraz redondo del sistema y se evaporo el
exceso de Eter en un rotavapor al vacio; después, el matraz con el residuo resultante se mantuvo
en una estufa de desecacidon durante algunas horas para evaporar cualquier residuo de

disolvente. Se tomo el peso final del matraz previamente enfriado dentro de un desecador.

115



Materiales y Métodos

El contenido de humedad se calculd por triplicado restando el peso del matraz vacio al peso del

matraz con residuo y se expresé como porcentaje (AOAC, 1990).

1.3. Obtencion de extractos metandlicos a partir de las fracciones

obtenidas tras la aplicacion de las técnicas culinarias de elaboracion.

1.3.1. Materiales.

e Muestras.

Inmediatamente después de realizados los ensayos, se procedié a la molienda de la fraccidn
sélida con un batidor manual y a la obtencién de extractos metandlicos de cada una de las
fracciones resultantes de la aplicacidon de las técnicas culinarias (Tabla 1.3-1). El agua utilizada
durante la coccidn fue la Unica fraccidn ensayada sin la adicién de metanol; solo fue centrifugada

durante 15 min a 8000 rpm para eliminar cualquier residuo sélido presente (Tabart et al., 2009).
Se almacenaron alicuotas de 7 ml de los extractos metandlicos y del agua centrifugada durante

periodos que no superaron los 2 meses en condiciones de ausencia de luz y a -21°C hasta el

momento del analisis.
e Reactivos.

Los reactivos para la obtencion de extractos metandlicos se muestran en la Tabla 1.3-1.

Tabla 1.3-1. Reactivos utilizados en la obtencidon de extractos metandlicos en muestras de aceite

Nombre Proveedor

y patata.

Metanol HPLC Panreac
Acetona Panreac
Acido clorhidrico Panreac

Agua destilada
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e Material y aparatos.

- Material de vidrio de calidad contrastada, necesario para volumetria.

- Matraces aforados de 25 ml.

- Pipetas graduadas de 10 ml.

- Pipetas Pasteur.

- Balanza analitica con precision de décimas de miligramo Metler AE200.
- Tubos de centrifuga de 50 ml de capacidad con tapa.

- Batidor manual Taurus.

- Centrifuga Universal 32.

- Agitador oscilatorio Selecta.

- Congelador marca BRU.

1.3.2. Métodos.

e Procedimiento de extraccion de la fraccion de AOVE.

Fundamento
La dilucion del AOVE previa a la extraccion de antioxidantes (fenoles) no incrementa la
concentracién final de en los extractos; por este motivo, en este estudio el procedimiento se
hizo directamente en el aceite. Sin embargo, la concentracidn de las soluciones metandlicas si es
un factor significativo que ha motivado el estudio de los rendimientos de extraccién y se ha

concluido que los extractos al 80 % optimizan esta operacidn respecto a los de 60 y 100 %.

En el aceite de oliva crudo o procesado se recomienda dividir el volumen total de la mezcla
metandlica en mas de una etapa de extraccién, siendo suficientes dos para obtener el mayor

rendimiento. (Montedoro et al., 1992; Samaniego, 2005).

Procedimiento
El procedimiento se basa en el recomendado por Montedoro et al., (1992) con algunas
modificaciones realizadas a la metodologia original. En un tubo de centrifuga de 50 ml con tapay
protegido de la luz, fueron diluidos 10 g de aceite en metanol al 80 % (1:1 p/v); la mezcla se

mantuvo en agitacion por 60 min a 200 rpm.
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Enseguida se centrifugd a temperatura ambiente durante 15 min a 8000 rpm. El sobrenadante
se recuperd con una pipeta Pasteur en un matraz aforado protegido de la luz, y en el aceite se
repitid el procedimiento de extraccion y separacion. Finalmente, se combinaron las fracciones

recuperadas y el volumen se ajusté a 25 ml con metanol al 80 %.

e Procedimiento de extraccion de las fracciones sélidas de hortalizas.

Las extracciones se hicieron aplicando una modificacién del método descrito por Saura-Calixto
(1998) en 5 g de muestra sdlida previamente molida, combinandola (1:2 p/v) con metanol
absoluto acidificado (pH 2 con HCI 2 N) en un tubo de centrifuga de 50 ml, con tapa y protegido
de la luz. La mezcla se mantuvo durante 60 min en agitacion a 200 rpm seguida de
centrifugacion durante 15 min a 8000 rpm. El sobrenadante se recuperd en un matraz aforado
protegido de la luz; y en el precipitado se repitié el procedimiento de extraccidn, usando en esta
ocasion 10 ml de acetona al 70 %. Los sobrenadantes se combinaron y se ajustd el volumen a 25

ml con metanol.

1.4. Métodos de analisis para la concentracion de fenoles totales en

extractos metandlicos y agua.

1.4.1. Material.

e Muestras.

Se evaluaron un total de 144 muestras; 36 correspondieron a los experimentos de cada una de
las 4 hortalizas. Cada bloque (patata, calabaza, berenjena y tomate) consistié en 12 muestras de
extractos de aceites y 15 de extractos de hortalizas; en ambos casos tanto crudos como
procesados con las diferentes técnicas de elaboraciéon culinaria. El resto de muestras (nueve)

fueron porciones del agua cruda y procesada durante los ensayos.
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e Reactivos.

Se emplearon los siguientes reactivos en la determinacidn espectrofotométrica de los

polifenoles totales (Tabla 1.4-1).

Tabla 1.4-1. Reactivos utilizados en la cuantificacidn de los polifenoles totales.

Nombre Proveedor

Estandares de referencia

Acido gélico Sigma
Reactivos

Reactivo del fenol segun Folin- Merk

Ciocalteau

Carbonato de sodio Panreac

e Instrumentacion y material.

Espectrofotometro UV-Vis Boeco S-22, Alemania.
Cubetas desechables para espectrofotémetro.

- Material de vidrio de calidad contrastada, necesario para volumetria (vasos de
precipitado, pipetas aforadas, matraces).

- Pipetas Pasteur

1.4.2. Métodos.

e Método para la determinacidon de Fenoles Totales.

Fundamento
El método se basa en el caracter reductor de los polifenoles. Emplea como reactivo una mezcla
de 4cido fosfotlngstico y acido fosfomolibdico, en medio basico, que se reduce al oxidar los
compuestos fendlicos, origninando dxidos azules de tungsteno (W30,3) y molibdeno (Mog0,3). La
absorbancia del color azul desarrollado es maxima en torno a los 725 nm, proporcional a la
concentraciéon total de polifenoles y se expresa como indice de Folin-Ciocalteau. Se trata la

muestra con el reactivo de Folin-Ciocalteau en presencia de Na,CO; (Vazquez et al., 1973).
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El contenido de fenoles totales se midié en los extractos metandlicos de los alimentos
investigados usando una modificacidon del método Folin-Ciocalteu propuesto por Singleton et al.

(1999).

Preparacidn de los reactivos
- Disolucién patrén: Se disolvieron 17.6 mg de 4acido galico en 17.6 ml de agua milliQ para

obtener una soluciéon madre de 1 g/I.

- Disolucién de carbonato sédico al 10 % (p/v): Se disolvieron 50 g de carbonato sédico en
500 ml de agua en ebullicién, se enfriéd a temperatura ambiente y se filtré. Se preparé con

antelacién para evitar que la turbidez interfiriera con la lectura.

- Recta de calibrado: a partir de la disolucidn patrén de acido galico de 1 g/l, se tomaron
volumenes de 5, 10, 25 y 50 ul, que fueron depositados en matraces aforados de 10 ml;
enseguida, se diluyeron en 2,5 ml de agua milliQ y se afiadieron 0.5 ml del reactivo de

Folin-Ciocalteau. La mezcla se dejé reaccionar en oscuridad durante 5 min.

Finalmente, se afiadid 1 ml de solucidon de carbonato de sodio al 10 % y se incubd a
temperatura ambiente durante 90 min en oscuridad antes de hacer las lecturas a 700 nm
usando agua milliQ como blanco. Las concentraciones resultantes de las diluciones

descritas fueron de 0,5, 1, 2.5 y 5 pg/ml respectivamente (Fig. 1.4-1).

0,6
0,4

€

c y=0,1131x + 0,0034
0,2 R?=0,9961
0,0

pg/ml

Figura 1.4-1. Recta de calibrado del acido galico.
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Medida del contenido de fenoles totales
Se diluyé a 10 ml una alicuota del extracto metdnolico; mezclando el volumen de extracto con
2,5 ml de agua milliQ y haciéndola reaccionar con 0,5 ml de reactivo de Folin-Ciocalteau durante
5 min a temperatura ambiente y aislada de la luz. En seguida, se agregaron 2 ml de Carbonato de
Sodio al 10 %; se ajusto el volumen con agua milliQ y se agitd manualmente hasta conseguir la
homogeneidad. La muestra se incubé por 90 min en la oscuridad a temperatura ambiente.
Transcurrido el tiempo de incubacién, se midid la absorbancia a 700 nm usando agua milliQ

como blanco y 4cido gélico como estandar.

El contenido de fenoles totales fue reportado como microgramos de equivalentes de acido
galico por gramo de muestra en masa himeda (pg EAG/g m.h.) que fue calculada por

interpolacién a partir de la curva estandar de acido galico (Fig. 1.4-1).

1.5. Métodos de analisis por HPLC para fenoles en extractos metanodlicos

de AOVE, hortalizas y en el agua de coccion.

1.5.1. Material.

e Muestras.

Se evaluaron un total de 144 muestras, 36 correspondieron a los experimentos de cada una de
las 4 hortalizas. Cada bloque consistidé en 12 muestras de extractos de aceites y 36 de extractos
de hortalizas; en ambos casos tanto crudos como procesados con las diferentes técnicas de
elaboracidn culinaria. El resto de muestras (nueve) fueron porciones del agua cruda y procesada

durante los ensayos

e Reactivos.

En la Tabla 1.5-1 se detallan todos los reactivos empleados en la identificacidn y cuantificacién

de fenoles en los extractos y muestras de agua por HPLC.
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Tabla 1.5-1. Reactivos utilizados en las identificacidn y cuantificacion de fenoles en los extractos

y muestras de agua por HPLC.

Estandares de referencia

Acido gélico Sigma, Alemania

Hidroxitirosol Sintesis propia
Tirosol (2-(4-hydroxyfenyl)etanol) Fluka, Suiza
Acido 3,4-dihidroxibenzéico Fluka, Suiza
Acido p-Hidroxibenzéico Sigma, USA
Acido p-hidroxifenilacético Sigma, Inglaterra
Acido clorogénico Fluka, Suiza
Acido caféico Fluka, Suiza
Acido vanillico (acido 4-Hidroxi-3-metoxibenzoico) Sigma, USA
Acido siringico Fluka, Suiza
Acido p-cumarico Fluka, Suiza

o-vanillina (2-Hidroxi-m-anisaldeido; 2-Hidroxi-3-metoxi benzaldeido) Fluka, Suiza

Acido o-cumérico Fluka, Suiza
Oleoeuropeina Extrasinthese, Francia
Pinorresinol Sigma, Alemania
Rutina trihidratada HWI Analytik GMBH pharma

solutions, Alemania

Quercetina (3,3°,4°,5,7-didhidrato de pentahidroxiflavona) Sigma-Aldrich, Alemania

Luteolina (3’,4’,5,7-tetrahidroxiflavona) Sigma, Alemania
Apigenina (4’5,7-trihidroxiflavona) Sigma, Alemania
Acido ferulico Fluka, Suiza

Reactivos HPLC

Metanol Panreac (Barcelona, Espafia)

Agua bidestilada desionizada Sistema Milli-Q de Millipore.
Modelo R015 (Millipore, Gif
Sur Yvette, Francia)

Acido ortofosforico (H;PO,) Panreac (Barcelona, Espafia)

122



Materiales y Métodos

e |Instrumentacion.

Se utilizé6 un cromatégrafo liquido de alta eficacia Varian, Pro Star equipado con inyector
automatico, bomba binaria, detector UV y software System Control-Konik HPLC. Empleando una

columna HPLC Tracer Extrasil ODS2 5 um, 15 x 0.4 cm Teknokroma® (Barcelona, Espafia).

¢ Instrumentacion y material de laboratorio.

- Material de vidrio de calidad contrastada, necesario para volumetria.

- Unidades de filtracidn para jeringa Millipore, Millex,-GN, con membrana de Nylon
para remocion de particulas finas.

- Filtros de uso Unico Osmonics inc, Magna, 0.45 micron, 47mm, 100/PK.

- Inserto Kimble Chromatography KG33, 0.25 |, 6mm, Scharlau (Barcelona, Espafia).

- Viales automuestrador 12x32mm, 1.8 ml Kimble K633. Scharlau.

- Mocropipetas Transferpette®, de 100, 200,500 y 1000 pl, Brand, (Alemania).

- Pipetas Pasteur 2ml, 150mm Pobel (Madrid, Espafia).

- Balanza de precision de sensibilidad de 0,1 miligramo, Mettler mod. AE-200
(Mettler, Toledo).

- Ultrasonido Ultrasons, J. P. Selecta. E.U.A.

En la Tabla 1.5-1 aparecen recogidos los estdndares de referencia utilizados en el andlisis de la

fraccion fendlica.

1.5.2. Método cromatografico por HPLC.

Fundamento
Diversos compuestos antioxidantes naturales son fuertemente polares, requiriendo fases
mdviles muy acuosas para su separacion exitosa. Por otra parte, algunos flavonoides son mas
bien no polares por lo que son necesarias fases méviles con una mayor concentracion de
modificadores orgdnicos para llevar a cabo la elucién. La mayoria de compuestos fendlicos son
acidos débiles, los cuales estan mas o menos disociados en las fases méviles dependiendo de su
estructura, y en menor proporcién, de la concentracidon de los solventes organicos en la fase

movil.
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La retencién en la HPLC en fase reversa generalmente disminuye con una mayor concentracidon y
una baja polaridad del modificador orgdnico en la fase mévil acuosa-orgdanica, y con la mayor
polaridad y grado de disociacién de los analitos. Para mejorar la separacién de compuestos con
polaridades muy diferentes en una sola determinacidn, con frecuencia se usa un gradiente de

elucidn con incrementos progresivos del modificador organico (Jandera, 2009)

El metanol es el solvente (modificador organico) empleado mayoritariamente en la fase movil,
es recomendado por muchos autores (Nierenberg et al.,, 1985; Epler et al.,, 1992), en
comparacion con el Acetonitrilo, que puede prolongar el tiempo de retencidn e incrementar la
duracidn del andlisis (Escriva et al., 2002), al igual que el butanol, que permite conseguir la
retencién deseada e incremento en la solubilidad y selectividad frente a disolventes como el

Cloroformo, Tetrahidrofurano y Acetato de Etilo.

Se identifico y analizé el contenido de fenoles presentes en los extractos de aceites y hortalizas y
en las porciones de agua tanto crudos como procesados con las diferentes técnicas de
elaboracidn culinaria de las cuatro hortalizas estudiadas mediante Cromatografia Liquida de Alta
Eficacia (HPLC) que presenta una mayor especificidad que los métodos colorimétricos y
fluorimétricos (Gimeno et al., 2000). Los &cidos fendlicos, los polifenoles y sus formas
glicosidicas y de agliconas son casi exclusivamente separadas por medio de HPLC en su

modalidad de fase reversa (Jandera, 2009).

Condiciones Cromatograficas
Se empled el método descrito por Escarpa-Gonzalez (2002) con algunas modificaciones en el
gradiente de solventes y la duracion total de la prueba. En este método se utiliza una técnica de
HPLC en fase reversa para el andlisis de los fenoles mas representativos de diferentes fuentes

alimentarias.

La inclusion simultdnea de estandares de compuestos fendlicos, compuestos fendlicos aislados
de fuentes alimentarias y extractos reales representativos como ultima prueba en el andlisis,
permitio establecer un gradiente liquido Unico para la investigacién de fenoles en muestras de

diferentes fuentes alimentarias (Escarpa-Gonzalez, 2002).
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La inyeccién de la muestra una vez filtrada se hizo directamente.

Las fases moéviles empleadas fueron:

A: Metanol

B: Acido orfosférico (0,01 M)

Al emplear altas presiones es imprescindible evitar la presencia de particulas que
puedan obstruir los cafios y la formacidon de burbujas que puedan deteriorar el relleno
de las columnas y que produzcan inestabilidad en la seial del detector (McNair et al.,
1973). Para evitarlo, los solventes y las muestras a inyectar se filtraron y degasificaron al
vacio, manteniéndolas en estas condiciones durante el tiempo de analisis. Se hizo

siempre una inyeccién de 5 pl. El gradiente de elucién se muestra en la Tabla 1.5-2.

El flujo de elucion fue de 1.0 ml/min y la columna cromatogréfica se mantuvo a

temperatura ambiente (25-28°C).

Existe un control de la temperatura para evitar oscilaciones en la medida de la linea base
y para obtener tiempos de retencidén constantes. La duracién de cada analisis fue de 60
minutos. Los analisis se realizaron por duplicado, y la zona de longitud de onda estudiada
ha sido a 280 nm (Escarpa and Gonzalez, 2002), Careri y col. (1999) afirmaron que es en
esta longitud de onda en donde los acidos fendlicos y las flavanonas despliegan la

maxima absorcion y con ello se maximiza la sensibilidad de deteccién (Jandera, 2009).

Tabla 1.5-2. Gradiente de elucidn para la identificacion y cuantificacion de fenoles.

Tiempo Flujo % Solvente A % Solvente B
(min) (m1/min)

0 0 1 95 5

25 1 1 60 40
40 2 1 50 50
45 3 1 30 70
55 4 1 20 80
60 5 1 0 100
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dentificacion y Cuantificaciéon de Fenoles
Se prepard una disolucion patron de 1 mg/ml de cada uno de los estandares, empleando como
disolvente Metanol, y se almacend a temperatura de congelacién a -20°C, en botes adecuados

para evitar las posibles alteraciones.

La identificaciéon de cada compuesto fendlico se realizé mediante la comparacién del espectro
del compuesto y del patron correspondiente, y por contraste en el tiempo de retencidn. Se
realizd ademas, la adiciéon de los patrones a varias muestras problema, para comprobar el
aumento de drea de los picos cromatograficos. La cuantificacion de un compuesto determinado
en una muestra se hace en funcidon de la sefial de drea que da dicho compuesto a la longitud de

onda correspondiente a su maximo de absorbancia en el cromatograma.

En el presente trabajo se empleé la técnica del estdndar externo. Para cada fenol se prepararon
soluciones madre (1 mg/ml) y a partir de ellas, se diluyeron en metanol disoluciones de
concentraciones menores y crecientes a fin de construir las correspondientes curvas de
calibrado para el componente a cuantificar (Fig. 1.5-1). La Figura 1.5-1 es un ejemplo de la recta
de calibracidon obtenida para el acido gdlico, después de inyectar en el HPLC las disoluciones

obtenidas a partir de la solucién madre.
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= 2,5E-04 2>
=
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S 2,0E-04 -
s
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o
£ 1,0E-04 -
[}
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0,0E+00 5,0E+06 1,0E+07 1,5E+07 2,0E+07 2,5E+07 3,0E+07
Area

Figura 1.5-1. Ejemplo de la curva de calibrado del patrén de acido gélico.

El principio de esta técnica es que la concentracién de un producto es proporcional al area del
pico cromatografico correspondiente. A partir de las correspondientes ecuaciones de las rectas
obtenidas para cada fenol (Tabla 1.5-3) se procede a cuantificar el compuesto anteriormente

identificado.
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Tabla 1.5-3. Ecuaciones de regresion de las rectas de calibrado, limites de deteccién (LOD) y de cuantificacidon (LOQ).

Compuesto Concentracion Ecuacion* Coeficiente de LOD Recuperacion
(ppm) correlacién (r?) (ppm) (%)
Acido galico 0,5-250 y = 642659 x + 88669 0,999 5x10 7 0,01 96,36
Hidroxitirosol 0,5-250 y=220783 x - 619118 0,997 6x10°7 0,03 98,11
Dihidroxibenzdico 0,5-250 y = 313665 x - 787896 0,994 2x107 0,05 99,87
Tirosol 0,5-250 y =76673 x - 219003 0,997 6x10°7 0,05 97,45
Acido hidroxifenilacético 0,5-250 y=120118 x - 502152 0,995 2x107 0,1 96,43
Acido hidroxibenzéico 0,5-250 y =314814 x - 251369 0,999 2x107 0,02 97,43
Acido clorogénico 0,5-250 y =363369 x - 492718 0,997 5x10° 0,03 100,03
Acido vanillico 0,5-250 y = 422480 x - 988891 0,99 3x10° 0,06 99,43
Acido caféico 0,5-250 y = 637289 x - 10° 0,999 2x107 0,01 98,12
Acido siringico 5-100 y =300780 x - 10° 0,996 0,3 0,01 96,45
Acido p-cumérico 1- 250 y = 859813 x - 10° 0,996 6x10° 0,03 98,45
o-vanillina 0,5-250 y =156614 x - 346301 0,999 5x10 7 0,05 97,99
0-cumarico 0,5-250 y = 769246 x - 4 10° 0,999 1x10° 0,01 98,65
Oleoeuropeina 0,5-250 y =34917 x +67875 0,999 6x1073 0,05 100,62
Rutina 0,5-250 y = 94055 x - 199773 0,999 1x10° 0,02 96,54
Luteolina 0,5-250 y = 308028 x - 702392 0,996 3x10° 0,05 98,34
Apigenina 0,5-250 y = 321407 x -3 10° 0,996 4x10° 0,02 99,31
Pinorresinol 0,5-250 y =128457x - 579875 0,995 6x10°7 0,05 96,43

®y =ax +b, y = concentracién del compuesto expresada en mg/uL, x = area
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1.6. Métodos para evaluar la actividad antioxidante en extractos

metanolicos de AOVE y hortalizas y en el agua de coccion.

1.6.1. Material.

e Muestras.

Se evaluaron un total de 144 muestras; 36 correspondieron a los experimentos de cada una de
las 4 hortalizas. Cada bloque (patata, calabaza, berenjena y tomate) consistié en 12 muestras de
extractos de aceites y 15 de extractos de hortalizas; en ambos casos tanto crudos como
procesados con las diferentes técnicas de elaboracidn culinaria. El resto de muestras (9) fueron

porciones del agua cruda y procesada durante los ensayos.

e Reactivos.

Los reactivos utilizados en la cuantificacién de la capacidad antioxidante por los métodos

DPPH, ABT, FRAP y DMPD se listan a continuacion (Tabla 1.6-1).

e Instrumentacion.

Las medidas se realizaron Lector de placas Marca BMG Labtech, FLUOstar Omega. Con el
programa Omega Control y MARS Data Analisis Software. Empleando placas microtiter de 96

pocillos (350 pl).

e Instrumentacion y Material de Laboratorio.

- Micropipetas de 2-20, 50-100, 100-1000 y 1000 a 5000 pl.

- Matraces aforados de 10, 5y 1 ml.

- Agitador vortex (Ovan).

- Viales Ependorf 1,5 ml bv.

- Balanza de precision (sensibilidad 0,1 mg), Mettler mod. AE-200 (Mettler, Toledo).
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Tabla 1.6-1. Reactivos utilizados en las determinaciones de la capacidad antioxidante por los

métodos DPPH, ABTS, FRAP y DMPD.

Reactivo Marca

Estandares de referencia

Trolox (acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxilico) Aldrich, Alemania
Reactivos
DPPH
Carbonato de sodio Panreac
Acido galico Sigma
Metanol HPLC Panreac
2,2-Difenil-1-Picryl hidrazil (DPPH) Aldrich
ABTS
Etanol absoluto HPLC Panreac
Sal diamdnica del 4cido 2,2’-azino-bis(3-etilbenzo-tiazolin-6-sulfénico) Sigma
Acido 6-Hidroxi-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylico (Trolox) Aldrich
FRAP
Acetato de Sodio trihidratado Panreac, Espafia
Acido acético glacial Panreac, Espafia
TPTZ (2,4,6-tris(2 —piridil)-S-triazina) Fluka, Suiza
Acido clorhidrico Panreac, Espafia
Cloruro férrico hexahidratado Panreac, Espafia
Metanol HPLC Panreac, Espafia
DMPD
Acetato de sodio anhidro Panreac, Espafia
Acido acético glacial Panreac, Espafia
DMPD (dicloruro de 4-amino-N,N-dimetil fenilenediamina) Sigma, Suiza
Cloruro férrico anhidro Panreac, Sintesis.
Espafia
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e Expresidn de los resultados.

Los métodos que miden la capacidad antioxidante, y emplean el valor de capacidad antioxidante
equivalente al Trolox (TEAC) al expresar sus resultados se basan en la habilidad de las moléculas
antioxidantes para captar un radical (Pellegrini et al., 2003). En los métodos ABTS, DPPH, FRAP y
DMPD la capacidad antioxidante se expresdé como porcentaje de inhibicién y a partir de este
dato se calculd la TEAC, que se define, como la concentracién Trolox que tiene la misma
actividad antioxidante que una concentracion 1 mM de la sustancia a ensayar (Pellegrini el al.,
1999; 2001). El Trolox es un analogo hidrosoluble de la vitamina E, se usa como estandar

antioxidante por ser soluble en fases acuosas y orgdnicas (Arnao et al., 2001a).

El ensayo de la decoloracidn de TEAC se utiliza para la evaluacién de la actividad antioxidante de
compuestos puros, mezclas de antioxidantes, muestras complejas tales como plantas

medicinales, plasma de sangre y tejido organico, alimentos y bebidas (lvekovic et al., 2005).

Para todos los métodos, se determind la curva de calibrado en cada placa representando
distintas concentraciones de Trolox frente a las variaciones de absorbancia del radical

correspondiente, obteniendo asi regresiones lineales (Figs. 1.6-1, -2, -3 y -4).

El valor Trolox de los extractos de la muestra se calculé una vez que se consiguio el estado de
equilibrio en la reaccién del ABTS, DPPH, FRAP y DMPD, estableciendo en primer lugar, el
porcentaje de inhibicién de la absorbancia con la ecuacién (1). El valor del porcentaje de
inhibicién se interpold en las curvas de calibracidon respectivas para obtener la cantidad de
antioxidante (Trolox) que provoca una inhibicién equivalente a la de la muestra problema. Con la
ecuacion (2) se calculo la capacidad antioxidante como TEAC; y enseguida la capacidad

antioxidante total de la muestra en masa fresca.

Abs ;—Abs ¢

Abee X 100

(1) % Inhibicion =

(2) CA = Inhibicion X fd x 1000
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Inhibicion Inhibicion de la oxidacién del radical DPPH’ (%)

Abs; Absorbancia inicial a 515 nm de la solucién metandlica de Trolox a 60 s.

Absf Absorbancia final a 515 nm de la solucion metandlica de Trolox con la

muestra a los 15 minutos de reaccion.

CA Capacidad antioxidante de la muestra (TEAC en mmol Trolox/I; TAA en
umol/g m.h.).
fd Factor de dilucién del extracto metandlico

El valor TEAC se expresé en mmol Trolox/| y la capacidad antioxidante total (CA) en umol Eq.

Trolox/g m.h.
Revisar unidades en ABTS y DMPD
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Figura 1.6-1. Recta de calibrado del Trolox.

Figura 1.6-2. Recta de calibrado del Trolox.
Método DPPH.

Método ABTS.
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Figura 1.6-3. Recta de calibrado del Trolox.

Método FRAP.

Figura 1.6-4. Recta de Calibrado del Trolox.
Método DMPD.
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1.6.2. Métodos.

e Método DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazil).

Fundamento
Se evalua la actividad antioxidante de los extractos y del agua a través de un radical coloreado,
el DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazil), disuelto en solucién metandlica. Se siguié como referencia
el método descrito por Brand-Williams y col. con algunas modificaciones, evaluando la actividad
antioxidante total de una muestra o un patrén por la disminucién de la absorbancia del radical a
515 nm, que es proporcional a los compuestos antioxidantes que contiene la muestra o patrén

empleado (Brand-Williams et al., 1995).

El radical DPPH ° tiene un méximo de absorcién a 515 nm, pero dicha absorcidn desaparece en

presencia de un antioxidante (AH) (Fig. 1.6-5) é un radical (R®):

DPPH * + AH—> DPPH—H + A°

DPPH °*+ R*—>DPPH - R

Q\N@ Q\NO
| |
N = H
O.N@"D. + RH ~ ON no, *+ R
Color Morado intenso Color Amarillo claro
NOg

NO,

Figura 1.6-5. Reaccidn del antioxidante con el radical DPPH *

Se realiza una medida continua de la absorbancia hasta que alcanza valores practicamente
constantes, lo que indica que la reaccién ha llegado al equilibrio (Lavelli 2002). El DPPH® ya se

comercializa como radical estable.
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Preparacion de los reactivos
- Solucién metandlica 0.06 mM de DPPH. 2.3 mg de DPPH" fueron aforados a 100 ml con
metanol (Brand-Williams et al., 1995). El radical asi preparado es estable durante 12 h a
temperatura ambiente y protegido de la luz. Se comercializa ya estable, lo que facilita su
preparacion en el momento del andlisis. A pesar de lo expuesto, en cada elaboracién se
hizo un espectro de absorcion del radical entre 400 y 900 nm para corroborar el pico de
maxima absorcién a 515 nm. Solucién madre de Trolox. Se prepard una disolucidn
madre de 2 mM a partir de la que se hicieron disoluciones de 0,05; 0,1; 0,25; 0,5; 1y 2

mM en metanol.

Para elaborar la curva estandar (Fig. 1.6-2) referida al porcentaje de inhibicion respecto
a las diferentes concentraciones de Trolox, se tomd el dato de la absorbancia de un
volumen de 280 pl de disoluciéon de DPPH (0.06 mM) con 20 ul de la solucidn patrén de
Trolox con la concentracion O (Fig. 1.6-6). Al valor de absorbancia referido se le restaron
los valores de la absorbancia de volimenes idénticos de solucién de DPPH al que se les
afiadieron 20 pl de las diferentes concentraciones de Trolox tras los 15 minutos de
reaccion, momento en que se alcanzé el equilibrio (Fig. 1.6-7), se obtuvo asi el

porcentaje de inhibicion y con él la capacidad antioxidante total expresada como TEAC.

Procedimiento
En las primeras dos filas de la placa microtiter fueron depositados 20 pl de soluciones de trolox
de concentraciones crecientes por duplicado para obtener la curva estandar. En el resto de
pocillos se analizaron las muestras, para lo que fue agregado el mismo volumen de muestra del

extracto adecuadamente diluido en metanol (1:2, 1:5, 1:10, 1:20).

Una vez que fue preparada la placa, se determinaron los cambios en la absorbancia en el lector
de placas programado con las siguientes condiciones: inyeccién de un volumen de reactivo de
280 ul, seguido de un periodo de agitacidon y la posterior lectura a 515 nm en 43 ciclos
distribuidos en un tiempo de 15 minutos momento en el que finalizé la reaccién y la grafica del

descenso de la absorbancia contra el tiempo formé de una meseta (Fig. 1.6-7).

Con el valor de absorbancia obtenido una vez que transcurrié el tiempo de reaccidn se hicieron
los cdlculos pertinentes para determinar el porcentaje de inhibicién y la capacidad antioxidante
total por interpolacidn a partir de la curva de calibracidn de Trolox. Todas las determinaciones se

realizaron por triplicado.
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Figura 1.6-7. Medida de la absorbancia en el
ensayo con radical DPPH y extracto.

Figura 1.6-6. Medida de la absorbancia del
radical DPPH.

e Método ABTS (Acido 2,2’azinobis (3-etilbenzotiazolin-6-sulfénico).

Fundamento
La capacidad antioxidante de una sustancia se puede medir como la habilidad de capturar el
radical sintético ABTS™, compuesto croméforo muy estable, soluble en agua y con un maximo de
absorcion a 340 nm. Los compuestos antioxidantes suprimen su absorbancia en un grado y una

duracion dependiente de su capacidad.

El radical catiénico es de color verde-azulado, con un espectro de absorcion en el intervalo
ultravioleta-visible (Pellegrini et al., 1999) al afiadir la sustancia antioxidante, la concentracidn
del radical disminuye y se puede medir el descenso de absorbancia producido (Fig. 1.6-8). Se
emplea un ensayo de “post-adicion”; es decir, se forma el radical en ausencia de la muestra a
analizar hasta obtener una absorbancia estable para evitar que los componentes de muestra
puedan reaccionar con los reactivos lo que conllevaria una sobreestimacién de la capacidad

antioxidante (Cano et al., 1998; Prior et al., 2005).

ABTS ** (color verde azulado) ABTS (incoloro)

i — i SO,
/@i\SFWNiF@/ N /@i‘\fn—ui?@/

Et Et

\ /8

ANTIOXIDANTE >

HSO3

ANTIOXIDANTE OXIDADO

Figura 1.6-8. Reaccidn del antioxidante con el radical ABTS **

134



Materiales y Métodos

Preparacidn de los reactivos
- Disolucién de ABTS: Se pesaron 0.096 g de sal amdnica cristalizada de ABTS y se aforan a
25 ml con agua desionizada, obteniendo asi una concentracion final de 7 mM ABTS en

solucidn acuosa.

- Disolucién de persulfato potdsico: para conseguir una concentracién final de 140 mM se

pesaron 0,945 g de K,S,0; y se aforan a 25 ml con agua desionizada.

- Preparacion del radical ABTS™: Se hizo reaccionar el ABTS y el persulfato potasico. Se
partié de un volumen de 25 ml de 7 mM de ABTS y de 88 ul de 140 mM de K,S,0s, la
reaccion estequiométrica es de 1:0.5, la oxidacidon del ABTS es inmediata, pero la
absorbancia maxima y estable no se alcanza hasta las 6 horas. La mezcla se mantuvo en
oscuridad de 12 a 16 h a temperatura ambiente. El radical cationico es estable durante 2
dias almacenado en oscuridad. La solucién se diluyé en etanol (1:150), hasta que su

absorbancia fuerade 0.70 £ 2 a 734 nm.

- Solucién madre de Trolox. Se prepard una disolucion madre de 5 mM de Trolox en
etanol a partir de la que se hicieron disoluciones de 0,01; 0,025; 0,05; 0,1; 0,15; 0,2;
0,25;0,3; 0,4y 0,5 mM en etanol.

Para elaborar la curva estandar (Fig. 1.6-1) referida al porcentaje de inhibicidn respecto
a las diferentes concentraciones de Trolox. Se tomé el dato de la absorbancia de un
volumen de 300 pl de disolucién de ABTS (1:100) con 15 pl de la solucién patrén de
Trolox con la concentracion O (Fig. 1.6-9). Al valor de absorbancia referido se le restaron
los valores de la absorbancia tras los 30 min de reaccién de volimenes idénticos de
solucion de ABTS al que se le anadieron 15 ul de las diferentes concentraciones de
Trolox, momento en que se alcanzd el equilibrio (Fig. 1.6-10); se obtuvo asi el porcentaje

de inhibicion y con él la capacidad antioxidante total expresada como TEAC

Procedimiento
Se ensayaron distintas diluciones de los extractos de cada ensayo buscando la linealidad de la
respuesta. La muestra se diluyé para satisfacer que la concentracidon de antioxidantes en la

muestra diluida fuera tal que se encontrara dentro de un intervalo de respuesta lineal.
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En las primeras dos filas de la placa microtiter se depositaron por duplicado 15 pl de cada una de
las soluciones de Trolox de la curva estdndar. En el resto de pocillos se analizaron las muestras
de extractos, para lo que fue agregado el mismo volumen de muestra del extracto

adecuadamente diluido en etanol (1:2, 1:5, 1:10, 1:20, 1:50).

Una vez que fue preparada la placa, se hicieron determinaciones consecutivas del incremento de
absorbancia en el lector de placas programado con las siguientes condiciones: inyeccién de un
volumen de reactivo de 300 pl, seguido de un periodo de agitacién y la posterior lectura a 734
nm en 16 ciclos distribuidos en un tiempo de 30 minutos momento en el que finalizé la reacciéon
y la gréfica del descenso de la absorbancia contra el tiempo formé de una meseta (Fig. 1.6-10)

(Pellegrini et al., 1999; 2001; Villafio et al, 2004).

1 1
0,8 0,8
0,6 0,6 \
c 04 S 04
0,2 0,2
0 0
0 10 20 30 1 6 11 16 21 26 31
min min
Figura 1.6-9. Medida de la absorbancia del Figura 1.6-10. Medida de la absorbancia en el
radical ABTS. ensayo con radical ABTS y extracto.

Con la lectura de absorbancia obtenida al minuto 30 se calculé el porcentaje de reduccidn en la
concentracion del radical; esta reduccion se cuantificd por interpolacidon de los valores de
absorbancia en la curva de calibrado que relaciona el porcentaje de pérdida de absorbancia y la
concentracién del antioxidante de referencia (Trolox). Todas las determinaciones se realizaron

por triplicado.
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Método FRAP (2,4,6-tripiridil-S-triazina).

Fundamento

Este método mide la habilidad del hierro como agente reductor a pH basico del complejo férrico
2,4,6-tripiridil-s-triazina (Fe**- TPTZ) a la forma ferrosa (Fe**- TPTZ) desarrollando una intensa
coloracién azul. La variacién de la absorbancia a 593 nm estd directamente correlacionada con la
potencia de reduccion del antioxidante donador de electrones presente en la reaccidn (Benzie

and Strain, 1996)

Preparacion de los reactivos
Tampodn acetato 0,3 M pH=3,6. Se diluyeron 2,4609 g de acetato de sodio trihidratado
en un matraz de 100 ml con agua desionizada. El pH se ajusté a 3,6 con acido acético

glacial.

TPTZ (2, 4, 6 — tripiridil-S-triazina) 10 mM en HCI 40 mM. Se aforaron 0,03123 g de TPTZ
y se aforaron a 10 ml con solucién de HCI 40 mM. Para la preparacion del HCl 40mM se

diluyeron 333 ul de HCI 37 % v/v en 100 ml de agua desionizada.

Cloruro férrico hexahidratado 20mM. Se pesaron 54,06 mg y se aforaron a 10 ml con

agua desionizada.

Preparacidn del radical
El radical fue elaborado al momento del analisis mezclando el tampdn acetato, la

solucion de TPTZ y el cloruro férrico en proporcion 10:1:1.

Solucién madre de Trolox. Se prepard una disolucién madre 2 mM de Trolox en metanol
para hacer disoluciones de 0,01; 0,025; 0,05; 0,1; 0,15; 0,2; 0,25; 0,3; 0,4y 0,5 mM. La
elaboracion de la curva estandar (Fig. 1.6-3) del porcentaje de inhibicién respecto a las
concentraciones de Trolox se realizé con el dato de la absorbancia de un volumen de 225
ul de disolucidon de FRAP con 30 pl de la solucidn patrdn de Trolox con la concentracion 0
(Fig 1.6-11). Al valor de absorbancia referido se le restaron los valores de la absorbancia
de volumenes idénticos de la solucién de FRAP tras 10 minutos de reaccién con los 30 pl
de las disoluciones de Trolox, momento en que se alcanzé el equilibrio (Fig. 1.6-12); asi

se obtuvo el porcentaje de inhibicidn y con él se calculé la capacidad antioxidante total.
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Procedimiento
En las primeras dos filas de la placa microtiter se depositaron por duplicado 30 ul de soluciones
de Trolox de concentraciones crecientes para obtener la curva estandar. En el resto de pocillos
se depositd el mismo volumen de las muestras de extractos adecuadamente diluidas en metanol

(1:2,1:5,1:10, 1:20, 1:50; 1:100).

Una vez que fue preparada la placa, se cuantificdé la absorbancia en el lector de placas
programado con las siguientes condiciones: inyeccién de un volumen de reactivo FRAP de 225
ul, seguido de un periodo de agitacion y la posterior lectura a 593 nm en 23 ciclos distribuidos en
un tiempo de 10 min momento en el que finalizd la reaccidn y la gréfica del incremento de la

absorbancia contra el tiempo, formé una meseta (Fig. 16.12).

1,0 1,0

0,8 0,8

0,6 0,6
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= =

0,4 0,4

0,2 0,2

0,0 0,0

1 3 5 7 9 1 3 5 7 9
mn mn
Figura 1.6-11. Medida de la absorbancia del Figura 1.6-12. Medida de la absorbancia en el
radical FRAP. ensayo con radical FRAP y extracto.

Con el valor de absorbancia obtenido una vez que transcurrié el tiempo de reaccion se hicieron
los célculos pertinentes para determinar el porcentaje de inhibicién y la capacidad antioxidante
total por interpolacién a partir de la curva de calibracidn de Trolox. Todas las determinaciones se

realizaron por triplicado.

e Método DMPD (dicloruro de 4-amino-N,N-dimetil fenilendediamina).

Fundamento
Se basa en la utilizacion del cromégeno dicloruro de 4-amino-N,N-dimetilfenilendediamina,
denominado por las siglas DMPD, compuesto que no presenta absorcién espectrofotométrica en
el campo del visible, mientras que en ambiente acido y en presencia de un oxidante disponible

adquiere una intensa coloracién rosa. El DMPD forma en ese caso un radical catidnico estable
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fuertemente coloreado que presenta un pico de absorbancia maximo a 505 nm. Los compuestos
antioxidantes son capaces de transferir un dtomo de hidrégeno al radical produciendo una
decoloracién de la solucién y una caida de la absorbancia proporcional a la concentraciéon

(Fogliano et al., 1999).

DMPDjincoloro) + H3O" + Oxidante — DMPD"" ¢ ioreado)

DM PD .+{rnlnrpadn\ + AOHR. — DM PD{inrnInm\ + AO.

Preparacidn de los reactivos
- Tampon acetato 0,1 M pH=5,25. Se pesaron 0,8203 g de acetato de sodio anhidro y se

aforaron a 100 ml con agua desionizada. El pH se ajusté a 5,25 con acido acético glacial.

- DMPD 100 mM. Se pesaron 209 mg de DMPD y se aforaron a 10 ml con agua

desionizada.

- Cloruro férrico 0,05 M. Se pesaron 811 mg de cloruro férrico anhidro y se aforaron en

100 ml de agua desionizada.

Preparacion del radical
- El orden de adicién de los reactivos fue: tampdon — DMPD — FeCl;. A 8 ml de tampdn se
les agregaron 100 pl de DMPD y 20 pl de solucién de cloruro férrico. Se llevoé a un
volumen final de 10 ml con tampdn. Para un desarrollo homogéneo de la coloracién, el
preparado fue conservado a 4 °C durante 10 minutos. La concentracién 1 mM del radical

debe mostrar una absorbancia entre 0,8 a 1 u.a. a 505 nm.

- Solucién madre de Trolox. Se prepard una disolucién madre de 4mM de Trolox en
metanol a partir de la que se hicieron disoluciones de 0,05; 0,1; 0,2; 0,5; 0,8; 1y 1,5 mM
en metanol. Para elaborar la curva estandar (Fig. 1.6-4) del porcentaje de inhibicion
respecto a la concentracion de Trolox, se tomo el dato de la absorbancia de un volumen
de 300 pl de disolucion de DMPD con 15 pl de la solucién con la concentracién 0 (Fig 1.6-
13). Al valor de absorbancia referido se le resté la absorbancia de voliumenes idénticos
de DMPD con 15 pl de las disoluciones de Trolox tras 10 minutos de reaccion, momento

en que se alcanzo el equilibrio (Fig. 1.6-14). Asi se obtuvo el porcentaje de inhibicién.

139



Materiales y Métodos
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Figura 1.6-13. Medida de la absorbancia del Figura 1.6-14. Medida de la absorbancia en el
radical DMPD. ensayo con radical DMPD y extracto.

Procedimiento
En las primeras dos filas de la placa microtiter se depositaron 15 pl de soluciones de Trolox de
concentraciones crecientes por duplicado para obtener la curva estdndar. En el resto de pocillos
se analizaron las muestras, agregando el mismo volumen de muestra del extracto

adecuadamente diluido en agua (1:2, 1:5, 1:10, 1:20).

Una vez que fue preparada la placa, se determind la CA por el método DMPD en el lector de
placas programado con las siguientes condiciones: inyeccion de un volumen de reactivo de 300
ul, seguido de un periodo de agitacion y la posterior lectura a 505 nm en 8 ciclos distribuidos en
un tiempo de 10 min, momento en que finalizé la reaccién y la grafica del descenso de la

absorbancia contra el tiempo formd de una meseta (Fig. 1.6-14).

Con el valor de absorbancia obtenido una vez que transcurrié el tiempo de reaccién se hicieron
los cdlculos pertinentes para determinar el porcentaje de inhibicién y la capacidad antioxidante
total por interpolacidn a partir de la curva de calibracién de Trolox. Todas las determinaciones se

realizaron por triplicado.
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1.7. Determinaciones complementarias en el aceite de oliva virgen extra

crudo.

1.7.1. Material.

Muestras
El AOVE andaluz utilizado en los ensayos de las técnicas de culinarias de elaboracién fue
adquirido en una tienda de autoservicio local en presentacién de un garrafén de 5 I. Para evitar
la oxidacién acelerada, el volumen de aceite fue distribuido en frascos de vidrio color ambar con
capacidad de 500 ml y la operacién de cierre se hizo bajo una corriente de nitrégeno. Los frascos

se mantuvieron cubiertos con papel aluminio y almacenados en refrigeracién a 4°C.

Para asegurar que los pardmetros quimicos relacionados con la calidad oxidativa del aceite se
mantenian dentro de los limites establecidos para el AOVE, se analizé el aceite de los frascos
almacenados conforme eran utilizados en los experimentos. Los tiempos que permanecieron las

muestras en almacenamiento hasta su andlisis se muestran en la Tabla 1.7-1.
Antes de tomar la alicuota para cada determinaciéon se estabiliz6 uno de los envases a
temperatura ambiente y se agitd su contenido para homogeneizarlo. Todas las determinaciones

gue se describen a continuacion se realizaron por triplicado.

Tabla 1.7-1. Tiempos de almacenamiento del aceite utilizado en los experimentos.

Tiempo de
No. de muestreo almacenamiento (dias)

141



Materiales y Métodos

1.7.2. Métodos para la determinacion del estado de oxidacion del aceite.

e Determinacion de la acidez titulable del aceite de oliva virgen extra.

El método utilizado fue el descrito en el Diario Oficial de las Comunidades Europeas L248 del 5
de septiembre de 1991. Reglamento (CEE) No. 2568/91 de la comisidn del 11 de julio de 1991.
Modificado de acuerdo al Reglamento (CEE) No. 1989/2003 del 6 de noviembre de 2003. L295
del 13 de noviembre de 2003.

Reactivos

Fueron utilizados los siguientes reactivos de calidad analitica (Tabla 1.7-2):

Tabla 1.7-2. Reactivos utilizados para la determinacién de la acidez titulable.

Nombre Proveedor

Alcohol etilico (95 a 96 %) Panreac
Eter dietilico Panreac
Fenolftaleina Panreac

Hidréxido de potasio Panreac

Material y aparatos
- Material de vidrio de calidad contrastada, necesario para volumetria.
- Matraces Erlenmayer de 250 ml.
- Pipeta graduada de 25 ml.

- Bureta de 25 ml con graduacion de 0.1 ml.

Fundamento
El grado de acidez se define como el porcentaje de acidos grasos libres. Para su determinacion,
la muestra se disuelve en una mezcla de disolventes; y previamente a la valoracidon con una
solucion valorada de KOH se neutraliza la acidez propia del disolvente agregando unas gotas de
hidroxido de potasio (KOH) hasta un ligero tinte rosa, esto con el fin de eliminar posibles

interferencias (Fennema, 2000).
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Preparacidn de los reactivos
- Disolucién alcohdlica de fenolftaleina 1 %. Se pesd 1 gr de fenolftaleina y se diluyd hasta

100 ml con alcohol etilico al 96 %.

- Mezcla de éter dietilico y etanol (1:1). Para cada muestra, al momento de la
determinacién, se mezclaron 25 ml de éter con 25 ml de alcohol y 3 6 4 gotas de
fenolftaleina (el éter dietilico es muy inflamable y puede formar perdxidos explosivos;
debe utilizarse con precaucion). La mezcla se neutralizé afiadiendo gota a gota solucion

de KOH 0.1N hasta un color rosa tenue.

- Solucién acuosa de hidréxido de potasio 0.1 N. Se pesd con precisién de 0.001 g la

cantidad de hidrdxido de potasio resultante de la expresion:

_P.M.XNy; xV
P =000 x rmin
En donde:
p Peso de hidréxido de potasio (g).
Ny Normalidad deseada.
Vv Volumen que se desea preparar (ml).
rmin Riqueza minima garantizada de KOH (tanto por uno).
P.M. Peso molecular del KOH (g/Mol)

El KOH se disolvio en la minima cantidad posible de agua destilada y enseguida se enrazo al
volumen final deseado. La disoluciéon preparada tiene una caducidad de 15 dias y fue

incolora, y se desechd si presenté color amarillento.

Procedimiento
En un Erlenmayer tarado se pesaron 10 g de aceite con precisién de centigramo se vertieron
los 50 ml de mezcla alcohol/éter en el matraz que contenia el aceite y se agité hasta la
disolucién total del aceite en la mezcla. Sin dejar de agitar, se valoré con la solucion de
hidréxido potasico 0.1 N, hasta el viraje del indicador (la coloraciéon rosa de la fenolftaleina
debid persistir al menos durante 10 s). Para una serie de determinaciones se efectud el

enrase de la bureta antes de cada ensayo.
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El resultado que se expresé como porcentaje de acido oleico, se calculd con la siguiente

férmula:

Acides = V X N, x 282
10 xXp
En donde:

vV Volumen de KOH 1 N gastados (ml).

N Normalidad tedrica de la solucidn de KOH.
282 Peso molecular del acido en que se expresd el resultado

(acido oléico).
p Peso de la muestra utilizada (gr)

e Método para la Determinacion del indice de perdxidos del AOVE.

Material
El método utilizado fue el descrito en el Diario Oficial de las Comunidades Europeas L248 del 5
de septiembre de 1991. Reglamento (CEE) No. 2568/91 de la comisién del 11 de julio de 1991.
Modificado de acuerdo al Reglamento (CEE) No. 1989/2003 del 6 de noviembre de 2003 (L295
del 13 de noviembre de 2003).

Reactivos

A continuacidon se enumeran todos los reactivos de calidad analitica empleados en la

determinacién del indice de peréxidos en las muestras de AOV (Tabla 1.7-3):

Tabla 1.7-3. Reactivos utilizados para la determinacién del indice de peréxidos.

Nombre Proveedor ‘
Cloroformo Panreac
Acido acético glacial Panreac
Yoduro potasico Panreac
Tiosulfato sodico pentahidratado Panreac
Almidén soluble Panreac
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Material y aparatos
- Material de vidrio de calidad contrastada, necesario para volumetria.
- Matraces Erlenmeyer de 250 ml con tapones de goma.
- Pipetas graduadas de 1, 10y 25 ml.
- Bureta de 25 ml de capacidad con graduacién de 0.1 ml.

- Balanza analitica con precision de décimas de miligramo Metler AE200.

Fundamento
El aceite se disuelve en cloroformo y la adicién de acido acético glacial proporciona la acidez
necesaria para la reaccidn base. Los perdxidos son productos primarios de oxidacion; se
originan por oxidacidon de los acidos grasos con dobles enlaces, cuando existen en una
muestra, oxidan al yoduro potasico (KI) en medio acido de acuerdo a la siguiente reaccién

(Fennema, 2000):

Ri—CH—-CH—-R +2HI - R,—CH-—CH—R +H,0 +1,

0—o0 0

El I, liberado es proporcional a los perdxidos existentes y se valora con $,05”

I, + 25,05% & 21~ + S,0¢

El I, forma con el almidén un complejo azul oscuro que desaparece al pasar éste a |

visualizandose asi el punto final de la valoracidn.

Preparacidn de los reactivos
- Solucién saturada de yoduro potasico. Se disolvié una cantidad de 10 g de Kl en agua

destilada recién hervida y se aforé a 100 ml.

- Disolucién de tiosulfato sédico 0.01 N. Se pesé la cantidad calculada de tiosulfato sddico

(S,0sNa, 5H,0) resultante de la siguiente expresion:

P.M.x Ny XV

P =000 x rmin
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En donde:
D Peso de tiosulfato sédico (g).
N, Normalidad deseada.
vV Volumen que se desea preparar (ml).
rmin Riqueza minima garantizada de S,0;Na, (tanto por uno).
P.M. Peso molecular del S,05Na, (g/mol)

La cantidad resultante fue disuelta en agua destilada completando hasta 1 litro. La

disolucién asi preparada se usé en un lapso no mayor de 30 dias desde su preparacidn.

- Disolucién de almiddén al 1 %. Se mezclaron 5 gr de almidén soluble con 0.01 g de Hgl,
(como estabilizante) y se disolvieron con 30 ml de agua destilada. Esta solucidn se
agrego a 500 ml de agua destilada hirviente, manteniendo la ebullicién durante 3 min. La

solucidn asi preparada se conserva durante largo tiempo sin alteracién.

Procedimiento
Cuando no fue posible realizar esta determinacién como primera del conjunto, la muestra se
toméd y almacend al abrigo de la luz, y se mantuvo refrigerada dentro de envases de vidrio,

totalmente llenos y herméticamente cerrados.

Se pesaron exactamente 5 g de AOVE y se depositaron en un matraz Erlenmeyer, se agregd con
la probeta 30 ml de una mezcla de 3 volimenes de acido acético (cuidado, corrosivo) y un
volumen de cloroformo (cuidado, inflamable) (22.5 ml de &acido acético por 7.5 ml de
cloroformo), agitando hasta total disolucién de la muestra. Por ultimo se agregd 1 ml de solucidn

saturada de yoduro potasico.

Se cerrd el matraz, y se mantuvo en agitacién durante un minuto, conservandolo después en la
oscuridad durante 5 min. Transcurrido ese tiempo se agregd 75 ml de agua y 1 ml de disolucién
de tiosulfato 0.01 N. Se valord (agitando vigorosamente al mismo tiempo) con la solucion de
tiosulfato sddio el yodo liberado hasta conseguir la desaparicion del color del complejo I, —
almiddn. Paralelamente se efectué una prueba en blanco. Para una serie de determinaciones se

efectud el enrase de la bureta antes de cada ensayo.
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El indice de peréxidos expresado en miliequivalentes (meq) de oxigeno activo por Kg de aceite se
calculé mediante la formula siguiente y el resultado que se expresé como porcentaje de acido

oleico:

p — V=) X N x 1000

p
En donde:
vV Volumen de tisulfato sddico 0.01 N gastados (ml).
Vs Volumen de solucidn de tiosulfato sddico gastada en la
prueba en blanco (ml).
Nt Normalidad tedrica de la solucidn de tiosulfato sédico.
p Peso de la muestra utilizada (g)

e Método para la medida espectrofotométrica de la absorcion en la region

ultravioleta (K,70_y K>3,) del aceite de oliva virgen extra.

Material
El método utilizado fue el descrito en el Diario Oficial de las Comunidades Europeas L248 del 5
de septiembre de 1991. Reglamento (CEE) No. 2568/91 de la comisidn del 11 de julio de 1991.
Modificado de acuerdo al Reglamento (CEE) No. 1989/2003 del 6 de noviembre de 2003 (L295
del 13 de noviembre de 2003).

Reactivos
Los reactivos empleados para determinar los valores de Ky y Ky, del AOVE se listan a

continuacién (Tabla 1.7-4):

Tabla 1.7-4. Reactivos para la determinar la absorcién en la regidn ultravioleta (K,70 y Kz3,).

Nombre Proveedor

Ciclohexano* Panreac

*Para espectrofotometria en el ultravioleta, debe tener con respecto al agua destilada, una transmitancia

del 60 % a 220 nm como minimo y del 95% como minimo a 250 nm.
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Material y aparatos
- Material de vidrio de calidad contrastada, necesario para volumetria.
- Matraces aforados de 10 ml.
- Pipetas graduadas de 1y 10 ml.
- Balanza analitica con precision de décimas de miligramo Metler AE200.
- Espectrofotémetro UV/Vis Boeco S-22.

- Cubeta de cuarzo contrastadas con paso éptico de 1 cm.

Fundamento
La transparencia de las grasas y aceites en la region de los 200 y 300 nm se ve afectada en el
proceso de auto-oxidacién y, también, como resultado de determinados tratamientos
industriales. De manera que, la extincién especifica a 232 y 270 nm, se toma como criterio de
calidad. Un estado medio de oxidacion presenta un maximo de absorcién a 232 nm mientras
gue los aceites refinados y los muy oxidados presentan un maximo a 270 nm. El pardmetro

AK es indicativo de la oxidacion secundaria (Fennema, 2000).

Preparacidn de reactivos.

El ciclohexano para espectrofotometria en ultravioleta no requiere preparacion previa.

Procedimiento
Se pesaron en un matraz aforado de 10 ml entre 30 a 40 mg de AOVE vy se registrd el peso
exacto de la muestra; se disolvié en ciclohexano UV-IR y se diluyd hasta el enrase. En cubeta
de 1 cm de paso, se midio la extincidon a 232 y 270 nm, utilizando ciclohexano UV-IR como
patrén de comparacion. Cuando la lectura no estuvo comprendida entre 0.2 y 0.8 de
absorbancia; se repitié la medida, bien diluyendo convenientemente o procediendo a una
nueva pesada. Las extinciones especificas o coeficientes de extincién a las diversas

longitudes de onda se calcularon segun la siguiente expresion:

Elon %A = A4
ce
En donde:
Efom %A Extincion especifica a la longitud de onda A.
Al Absorcién leida en el espectrofotémetro.
c Concentracién de la disolucion en g/100ml.
e Espesor de la cubeta (cm).
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION
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1. CINETICAS DE TEMPERATURA.

1.1. Valoracion de las cinéticas de temperatura los experimentos.

Las técnicas culinarias se repitieron tres veces en los experimentos de cada hortaliza (patata,
tomate, berenjena y calabaza). El conteo del tiempo de tratamiento inicié cuando introdujimos
las hortalizas en el medio de transferencia de calor. Las principales variaciones durante los 10

minutos de tratamiento se muestran en la Tabla 1.1-1.

Tabla 1.1-1. Temperaturas medias, minimas y maximas durante los tratamientos culinarios con

cuatro hortalizas. Los valores promedian cuatro repeticiones (n = 4).

Tratamiento Temperatura (°C)

culinario Minima Maxima
Crudo - e
Fritura 129.9 119.3 170.2
Rehogado 99.5 85.1 103.3
Coccién 97.9 92.4 98.8
Coccion AA 98,1 95,3 98,8

Las temperaturas establecidas en las condiciones experimentales se mantuvieron dentro de los
limites establecidos en el rehogado, la coccién y la coccidon AA (Fig. 1.1-1 b, c y d). Durante la
fritura no se consiguié retomar la temperatura minima de elaboracidn a partir del momento en

que se incorporé la hortaliza del ensayo en el AOVE a 180°C (Fig. 1.1-1 a).

El control de la temperatura es un factor decisivo en la correcta realizacién de las técnicas
culinarias. Durante su aplicacidon, ademas de asegurar las condiciones éptimas para conseguir
platos agradables al paladar, se debe garantizar el aporte éptimo de nutrientes y fitoquimicos
gue se les reconoce a las hortalizas y al AOVE y que por su naturaleza organica son altamente

sensibles a incrementos de temperatura no controlados.
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Figura 1.1-1. Cinéticas de temperatura en ensayos con 4 hortalizas durante el tiempo de

aplicacion de fritura a), rehogado b), coccién c), y coccion AA d) (n = 4).

Mientras que en la coccion, la ebullicion del agua fue el factor que controld la temperatura del
proceso, y por lo tanto, no se sobrepasaron en ningin momento los 100°C. En el caso de la
fritura y el rehogado se requirié un cuidadoso control de la temperatura pues el valor de calor
especifico de las grasas y aceites provoca que se calienten rdpidamente y que se alcancen con
facilidad temperaturas que sobrepasan los 200°C (Vieira y Regitano-D’Arce, 1998). Hasta la
fecha, el control de este factor no ha conseguido ser resuelto satisfactoriamente a nivel de
laboratorio, a nivel industrial o doméstico y debe ser mejorado en estudios subsecuentes que

aborden temas como el que se tratan en este trabajo.
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En la realizacién de los experimentos de fritura de las hortalizas por inmersidn, se observé que
una vez agregado el alimento crudo, no se volvieron a alcanzar las temperaturas minimas
consignadas en la metodologia; este fendmeno estuvo asociado con el proceso dindmico de
evaporaciéon de humedad del alimento que contribuyé a disipar como calor latente de
vaporizacién el calor aportado al aceite (Mc Gee, 2004). Al tener este factor en consideracion se
sabia con anticipacion que las temperaturas de fritura en los ensayos con patata no se

incrementarian a menos que se lograra una deshidratacidon importante del tubérculo.
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2. CUANTIFICACION DE HUMEDAD, GRASA Y EXTRACTO SECO EN LAS

FRACCIONES (HORTALIZA, ACEITE OLIVA VIRGEN EXTRA Y AGUA).

2.1. Contenido de humedad en las diferentes fracciones.

En las Tabla 2.1-1 se recogen los valores del contenido de humedad, en las cuatro hortalizas y las

3 fracciones (hortaliza, AOVE y agua). Estos parametros fueron medidos antes y después de la

aplicacion de la fritura, rehogado, coccidon y coccién AA.

Tabla 2.1-1. Contenido de humedad en las fracciones de hortaliza, AOVE y agua, obtenidas en

crudo y tras aplicar cuatro técnicas culinarias. Cada valor promedia tres repeticiones (n = 3).

’ Técnica
Parametro

Fraccion

Patata*

Tomate

Calabaza

culinaria

Berenjena

Hortaliza 81,12+0,2d 94,23+0,75e 94,54+0,13d 87.89+0,95d
Crudo AOVE 0,03+0,01a 0,04+0a 0,06+0a 0,06+0a
Agua 100 £ 0 f** 100+0f 100+0f 100+0h
Hortaliza 44,39+3,2b 31,81%3,4b 32,22+1b 46,11+ 2,7b
g Fritura AOVE 0,02+0a 0,04+0,03 a 0,03+0,01a 0,06+0a
;;‘: Agua = - e e e
g Hortaliza 73,63+0c 66,55+1,03c 88,42+2,17c 82,61%1,31c
E Rehogado  AOVE 0,04£0a 0,03+0a 0,11+0,01a 0,08+0,01a
S Agua e e e e
E Hortaliza 83,44+0,5e 9594+0,27e 96,67+045e 92,41+0,66¢
S Coccién AOVE o e e s
Agua 99,06+0,4f 99,43+0,02f 99,35+0,04f 98,64+0,08¢g
Coccién Hortaliza 80,20+1,4d 83,49+1,2d 94,10+0,63d 89,56+1,5d
A/A AOVE 0,20£0,07a 0,99+1,43a 0,16 £0,03 a 0,18 £0,02 a
Agua 99,20+0,1f 99,44+0,07f 99,18+0,15f 98,64 +£0,08 f

*Las comparaciones se realizaron entre los tratamientos de una misma hortaliza.

**Los promedios seguidos de letras iguales no son significativamente diferentes (p>0,05).
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Como se esperaba, los contenidos de humedad mas altos del estudio fueron los del agua cruda
y los del agua de coccidén por las dos modalidades. En las fracciones del agua de cocciéon y
coccion AA también se encontraron porcentajes que no llegaron a 100 %, este incremento del

extracto seco de las muestras se expondra en el apartado correspondiente.

Sin considerar las muestras de agua, el mayor porcentaje de humedad del estudio fue el del
tomate cocido (96,67 + 0,45 %) y el menor fue el AOVE frito (0,02 + 0 %). La clasificacion de
hortalizas crudas de acuerdo al contenido de humedad en orden descendente fue: tomate >

berenjena > calabaza > patata.

Al comparara las hortalizas se puede observar (Fig. 2.1-1) que los porcentajes de humedad mas
elevados les correspondieron a las cocidas (83,44 % a 96,67 %), les siguieron en orden
descendente las crudas (81,12 % a 94,54 %) y cocidas AA (80,2 % a 94,1 %) con valores sin
diferencia significativa entre ellas en el caso de la patata, tomate y calabaza (p > 0,05). Las
rehogadas presentaron valores intermedios (66,45% a 88,62 %) y las fritas con los contenidos

mas bajos (31,81 % a 46,11 %).
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Figura 2.1-1. Contenido de humedad en hortalizas obtenidas en crudo y tras la aplicacion de

cuatro técnicas culinarias (n = 3).
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La magnitud de los porcentajes de humedad de las hortalizas crudas o procesadas fueron
intermedios y significativamente diferentes cuando se les comparé con el contenido del agua y

el AOVE incluidos en los ensayos (p < 0,05).

En el AOVE procedente de la coccidn AA de todas las hortalizas se cuantificaron los porcentajes
mas elevados de humedad (0,16 + 0,03 % a 0,99 + 1,43 %) respecto al crudo (0,03 +0,01 % a 0,06 + 0
%) o el recuperado después del rehogado (66,55 + 1,03 % a 88,42 + 2,17 %) y la fritura (31,81 + 3,38
% a 46,11 = 2,7 %). Los porcentajes de humedad de los aceites fritos, y crudos fueron los mas
reducidos, los primeros presentaron el contenido mds bajo del estudio; sin embargo en ningun

caso hubo diferencias estadisticas significativas entre los valores de los aceites (p > 0,05).

2.2. Contenido de grasa en las distintas fracciones.

Dada la naturaleza lipidica de las muestras de AOVE, les correspondieron contenidos mads
elevados de grasa que en todos los casos fueron cercanos al 100 % (Tabla 2.2-1) y que solo
disminuyeron en porcentajes infimos por la absorcion de humedad que se describié en el
apartado anterior. Los descensos en el contenido de grasa por absorcién de humedad, no fueron

estadisticamente significativos (p > 0.05).

En las muestras de agua no se encontrd fraccidén alguna de grasa. Hubo una tendencia reiterada
de este parametro en las cuatro hortalizas (Tabla 2.2-1), las crudas y cocidas formaron un grupo
homogéneo (p > 0,05) con un contenido casi nulo (0,01 + 0,01 % a 0,09 + 0,03 %). Les siguid en
orden ascendente las obtenidas de la coccién AA (1,19 + 1,02 % a 12,70 + 1,5 %), el rehogado

(3,10 0,4 % a 27,37 £ 0,2 %) y finalmente, la fritura (13,10 + 0,4 % a 56,63 + 4,5 %).

Los valores de contenido de grasa de las fracciones de hortaliza fueron intermedios respecto al
agua y el aceite. De todas las hortalizas fue la berenjena, la que tendié a acumular mayor
porcentaje de grasa después de cada procesamiento culinario que incluia AOVE, Kalogeropoulos
(2007) lo atribuyd a la naturaleza esponjosa de su textura. Segun el porcentaje de grasa, la

berenjena se clasificd en el siguiente orden decreciente: con un 56,63 % la frita con el mayor

157



Resultados y Discusidn

contenido, a continuacion la rehogada (27,37 %) y la de la coccion AA con 12,70 %. A la
berenjena le siguié la calabaza con 17,58, 4,09 y 2,75 %, el tomate con 13,53, 7,20y 1,19 % y
finalmente la patata con 13,1, 3,10 y 3,07 % respectivamente, en las técnicas de fritura,

rehogado y Coccion AA (Fig. 2.2-1).

Tabla 2.2-1. Contenido de materia grasa en las fracciones de hortaliza, AOVE y agua, obtenidas

en crudo y tras aplicar cuatro técnicas culinarias. Cada valor promedia tres repeticiones (n = 3).

Parametro c.ll-ﬁi(::;:?a Fraccion Patata* Berenjena Tomate Calabaza
Hortaliza 0,05+0,05b 0,01+0,01a 0,07+0,03a 0,09+0,03a
Crudo AOVE 99,97+0e 99,96 +0e 99,94+0e 99,94+0e
Agua 0+0a** 0+0a 0+0a 0+0a
< Hortaliza 13,10+0,4d 56,63+45d 13553+13d 17,58+0,8d
E Fritura AOVE 99,98+0e 99,96 +0e 99,97+0e  99,97+0,0le
g Agua = e emeeeeee mememeee emeeeeee
'§ Hortaliza  3,10+0,4c 27,37+0,2c 7,20%0,1c 4,09+0,27 ¢
g Rehogado  AOVE 99,96 +0e 99,97 +0e 99,89+0e 99,92+0,01e
B Agua = e e e
-'é Hortaliza 0,06+0b 0,07 £0,08 a 0,07+0a 0,08+0,01a
*2 Coccion AOVE = - e et s
S Agua 0+0a 0+0a 0+0a 0+0a
Coccién Hortaliza 3,07+0,9¢c 12,70£1,5b 1,19+1,02b 2,75+0,27b
A/A AOVE 99,80+0,1e 99,01+x1,4e 99,89+0,1a 99,82+0,02e
Agua 0+0a 0+0a 0+0e 33,27+0a

*Las comparaciones se realizaron entre los tratamientos de una misma hortaliza.
**Los promedios seguidos de letras iguales no son significativamente diferentes (p>0,05).

La variacidn en los contenidos de humedad de las hortalizas procesadas o crudas fue el factor
gue reorganizd las proporciones de grasa y materia seca del alimento. Se sabe que la fritura es
basicamente un proceso de deshidratacion en el que el agua de las capas superficiales se
evapora para ceder el lugar al aceite del medio de fritura dentro de los poros del alimento
(Saguy et al., 2003, Chiou et al. 2009). En este estudio, las hortalizas fritas perdieron mas
humedad (31,81 a 44,11 %) e incorporaron mas aceite (13,10 a 56,63 %). Mientras que el
rehogado (temperaturas inferiores a 100°C), mantuvo porcentajes de humedad semejantes
(66,55 a 88,42 %) al de las hortalizas crudas (81,12 a 94,54 %) y cocidas por las dos modalidades

(80,20 2 96,67 %), y porcentajes de grasas mas bajos que las cocidas (3 a 27,37 %).

158



Resultados y Discusidn

Un factor que reduce el proceso de deshidratacion y con ello la pérdida de humedad y la
absorcién de aceite fue la forma cubica del alimento respecto a cortes delgados, como el corte
en laminas. Esto ha sido verificado en patatas chip, en donde el contenido de grasa de los cubos

no superod el 14% respecto a contenidos reportados del 38 a 44 % en chips (Kita et al., 2007).
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Figura 2.2-1. Contenido de grasa en hortalizas obtenidas en crudo y tras la aplicacidon de cuatro

técnicas culinarias (n = 3).

2.3. Contenido de extracto seco en las distintas fracciones.

Por su composicidon predominantemente lipidica al AOVE se le asignd un porcentaje de extracto

seco de 0 en todos los casos analizados en este estudio.

En el agua se midieron los menores valores de extracto seco del estudio (Tabla 2.3-1). El
porcentaje mayor se cuantificé en la calabaza tanto de la coccidn AA (1,36 + 0,08 %) como de la
coccion (1,33 £ 0,24 %), y el minimo, después del agua cruda (0 %), se observé en el agua de la
coccion AA de la berenjena (0,02 £ 0,07 %). A pesar de que fueron detectables, los incrementos
de este parametro tras la coccion y la coccion AA no fueron significativamente diferentes

respecto al agua cruda en ninguna de las hortalizas (P>0,05).
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Tabla 2.3-1. Contenido de extracto seco en las fracciones de hortaliza, AOVE y agua, obtenidos

en crudo y tras aplicar cuatro técnicas culinarias. Cada valor promedia tres repeticiones (n = 3).

Técnica

.. Fraccion
culinaria

Parametro

Patata*

Berenjena

Tomate

Calabaza

Hortaliza 18,33+0,14c 576#0,76c  5,39%0,11c 12,02 0,03 ¢
Crudo AOVE 0t O0a 0t0a 00a 00a
Agua 0+ 0a** 0+0a 0+0a 0+0a
3 Hortaliza  42,5+2,58e 11,56+1,1d 51,48+559d 36,31+2,43d
S Fritura AOVE 0+0a 0+0a 0+0a 0+0a
% Agua = - e e e
2
8 Hortaliza 23,27+9,29d 6,08+1,03c  4,38+146¢c  13,29+1,32¢
x Rehogado  AOVE 0+0a 0+0a 0+0a 0+0a
% Agua e e e e
2 Hortaliza  15,890,35b 3,99+0,29b  3,25%0,32¢ 7,51£0,65b
‘g Coccion AOVE = o e e e
© Agua 094+08a 057+0,56a 0,65+0,04ab 1,33+0,24a
Coccién Hortaliza 16,65+1,63b 3,81+0,54b 4,72+099c  6,68+1,23b
A/A AOVE 0t0a 0t0a 0+0a 0t0a
Agua 035+0,11a 0,02+0,07a 0,82%0,15ab 1,36+0,08a

*Las comparaciones se realizaron entre los tratamientos de una misma hortaliza.

**Los promedios seguidos de letras iguales no son significativamente diferentes (p > 0,05).

En esta variable, fueron las hortalizas tanto crudas como procesadas las que revelaron los

valores mas altos dentro de un rango delimitado entre el 3,25 + 0,32 % y el 51,48 + 5,59 %, para

el tomate cocido y el tomate frito respectivamente.

Las hortalizas fritas siempre formaron un grupo estadisticamente diferenciado (p < 0,05) del

resto de técnicas culinarias con los promedios mas altos (Fig. 2.3-1), y también en las 4 hortalizas

la coccion y la coccion AA formaron un grupo homogéneo con los promedios mds bajos de

extracto seco (p>0,05). Se formdé otro grupo con valores intermedios, conformado por la

hortaliza cruda y la rehogada, que fueron homogéneos sélo en la berenjena y la calabaza (Tabla

2.3.-1). En el tomate la Unica técnica con un contenido de extracto seco estadisticamente

diferente fue la fritura (p<0,05).
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Como se puede observar en la Fig. 2.3-1, se cuantificaron los valores mads altos de extracto seco
en las fracciones de patata, calabaza, y tomate fritos, asi como también en las muestras de

patatas elaboradas por el resto de técnicas.
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Figura 2.3-1. Contenido de extracto seco en hortalizas obtenidas en crudo y tras la aplicacién de

cuatro técnicas culinarias (n = 3).

La cantidad de extracto seco del alimento aumenté en las técnicas que utilizaron AOVE como
medio de transferencia de calor, pero en la coccién se redujo por efecto de la solubilizacién o
lixiviacion de materiales en el agua del proceso, como se ha comprobado en el caso de los
minerales en hortalizas de hoja (Lisiweska et al., 2009) y por la incorporaciéon de humedad en los
cubos de hortaliza. La ausencia de migracion excesiva de sustancias hidrosolubles es una de las
ventajas que se asocian a la elaboracién de alimentos por técnicas de fritura; asi, al unir el efecto
de evaporacion parcial del contenido de humedad y la ausencia de solubilizacién de nutrientes

se obtuvo como resultado la concentracion de la masa seca (Mc Gee, 2004).

En términos generales, los principales cambios de las variables bromatolégicas en los alimentos

incluidos en los experimentos fueron:

- Enlafritura, existe una pérdida de agua, acompafada del incremento de masa seca y un

aumento de la proporcion de grasa.
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- Enla coccidn, hubo tendencia aunque de magnitud muy baja, a incrementar o mantener
sin cambio el contenido de humedad, mientras que el extracto seco y grasa disminuye o
se mantiene sin cambio. En este caso, el agua se evapord del medio de coccidn y gand la

masa seca desprendida de la hortaliza durante el procesamiento hidrotérmico.

- En la coccién AA, el contenido de humedad y extracto seco mostraron la misma
tendencia que en la coccidén, pero con la absorcion paralela de AOVE del medio de
coccion, con el consiguiente incremento en porcentaje de grasa pero de magnitud

menor que en el rehogado

- Enel rehogado, la pérdida de humedad procedente de las hortalizas no fué tan marcada
como en la fritura, no hubo un incremento en la proporcidon de masa seca respecto a las
hortalizas crudas como se esperaria (Fig. 2.3.-1), pero si hubo un incremento de la

proporcién de grasa.
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3. ESTUDIO DE LOS FENOLES TOTALES Y COMPUESTOS FENOLICOS.

3.1. Cuantificacion de la concentracion de fenoles totales.

La concentracién de fenoles totales cuantificada en el agua de coccidn y en los extractos

metandlicos de las hortalizas y el AOVE crudos y tratados, se muestran en la Tabla 3.1-1.

En las hortalizas crudas fueron encontradas concentraciones de fenoles totales que variaron
entre 0,21 a 0,38 mg EAG/g m.h., la clasificacion segln la concentracién fue: calabaza > patata >
berenjena > tomate. Ha sido reportado un amplio rango de valores de contenido de fenoles
totales en hortalizas frescas, debido a que son numerosos los factores que influyen en el nivel de
estos compuestos (variaciones genéticas, temporada, calidad del suelo, disponibilidad de agua,
grado de maduracién, etc). Sin embargo, las concentraciones medidas en este estudio son

comparables a los valores reportados por Kalogeropoulos (2007), Natella et al. (2010).

En el estudio, el valor mas alto del contenido de fenoles totales se cuantificé en el tomate frito
(5,34 £ 0,52 mg EAG/g m.h), y el mas bajo después del agua cruda (0 + 0 mg EAG/g m.h.),
correspondio al AOVE recuperado de la coccidn AA de la patata (0,01 £ 0 mg EAG/g m.h).

En el AOVE se detectaron concentraciones que variaron entre 0,37 + 0,01 mg EAG/g m.h. en el
aceite crudo del lote empleado en los experimentos con calabaza y 0,01 + 0 mg EAG/g m.h. en el
recuperado tras la coccidon AA de la patata. En el agua de coccidon los valores se encontraron
entre 0,04 £ 0 mg EAG/g m.h. del agua de coccion de la calabazay 3,63 0,21 mg EAG/g m.h. en
el agua de la coccidon AA del tomate. Y el rango de concentraciones de todas las hortalizas
estuvo delimitado entre 0,13 + 0 mg EAG/g m.h. en el tomate cocido, y 5,34 + 0,52 mg EAG/g

m.h. en el tomate frito.

En las pruebas estadisticas no se encontré una tendencia repetitiva de las hortalizas para la
formacidon de grupos homogéneos. De manera que, mientras en la calabaza las muestras
procesadas por todas las técnicas fueron estadisticamente diferentes entre si p < 0,05), en el

tomate todas fueron iguales, excepto el frito (5,34 + 0,52 mg EAG/g m.h.).
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Tabla 3.1-1. Contenido de fenoles totales en las fracciones de hortaliza, AOVE y agua, obtenidos

en crudo y tras aplicar cuatro técnicas culinarias. Cada valor promedia tres repeticiones (n = 3).

Hortaliza
. Técnica .. Patata* Berenjena Tomate Calabaza
Parametro .. Fraccion
culinaria
Hortaliza 0,35+0,03 b 0,27+0,02 a 0,21+0,01a 0,38+0,01c
Crudo AOVE 0,24 £ 0,02 0,360 0,19+0,01 0,37+0,01
Agua 0+ 0** 0x0 0+0 0+0
% Hortaliza 0,55+0,05c¢c 2,80+£0,25¢ 5,34+0,52b 1,69+0,02e
E _ Fritura AOVE 0,21 +£0,02 0,20+ 0,01 0,21 +0,01 0,30
g < Agua = e e ememeeee e
E i Hortaliza 0,32+0,01b 0,38+0,02a 0,33+0,02a 0,5+0d
s I Rehogado AOVE 0,09+0 0,05+0 0,140 0,15 + 0,001
% E Agua  -meeeem ememeeee ememmeen ememeees
E £ Hortaliza 0,25+0,03a 0,69+0b 0,13+0,01a 0,36 +0,04 b
1] Coccién AOVE e e e e
§ Agua 0,19+0,01 1,36 £ 0,02 0,04+0
Coccion Hortaliza 0,19+0,01b 0,65+0,02b 0,13+0a 0,27+0a
A/A AOVE 0,01+0 0,05+0 0,040 0,06 £0
Agua 0,08+0 0,14 +£0,01 3,63+0,21 0,07t0

*Las comparaciones se realizaron entre los tratamientos de una misma hortaliza.
**Los promedios seguidos de letras iguales no son significativamente diferentes (p>0,05).

Con la berenjena de las 5 técnicas se formaron 3 grupos segln las concentraciones de fenoles
totales. La cruda (0,27 + 0,02 mg EAG/g m.h.) y rehogada (0,38 + 0,02 mg EAG/g m.h.), la cocida
(0,25 + 0,03 mg EAG/g m.h.) y cocida AA (0,19 + 0,01 mg EAG/g m.h.), y la frita conformando por
si sola un grupo (2,80 + 0,25 mg EAG/g m.h.). En la patata el grupo con las menores
concentraciones en mg EAG/g m.h. fue el formado por la cocciéon AA (0,19 + 0,01 mg EAG/g
m.h.) junto con la coccién (0,25 + 0,03 mg EAG/g m.h.), y en grupos independientes, el rehogado
(0,32 + 0,01 mg EAG/g m.h.), crudo (0,35 + 0,03 mg EAG/g m.h.) y la fritura (0,55 * 0,05 mg
EAG/g m.h.) (p < 0,05).

Las fracciones de hortalizas crudas y procesadas mostraron concentraciones superiores de
fenoles totales con respecto a los medios de transferencia de calor (agua y/o AOVE). Solo en el
tomate las concentraciones se mostraron dispersas en todo el rango de valores obtenidos, desde
concentraciones muy bajas en la coccion (0,13 + 0,01 mg EAG/g m.h.) junto con las muestras de
agua y de AOVE de la coccidn AA, rehogado, crudo, y frito, hasta los rangos mas altos 0,33 + 0,02
y 5,34 + 0,52 mg EAG/g m.h., en el tomate rehogado vy frito, respectivamente, con valores

semejantes a las muestras del agua de coccién y de coccidén AA.
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Figura 3.1-1. Contenido de fenoles totales en las fracciones de hortaliza, AOVE y agua

obtenidas en crudo y tras la aplicacién de cuatro técnicas culinarias (n = 3).
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En la Fig 3.1-1, se muestran las concentraciones de fenoles totales de las cuatro hortalizas
agrupadas por técnica culinaria. Al comparar todas las hortalizas crudas y procesadas se observa
que en las fritas se obtuvieron las mayores concentraciones de fenoles totales (p<0,05). Las
concentraciones mas altas de entre las hortalizas crudas se cuantificaron en la calabaza (0,38 +
0,01 mg EAG/g m.h.) y la patata (0,35 + 0,03 mg EAG/g m.h.). De entre las hortalizas cocidas y
cocidas AA destacd la berenjena cocida (0,69 + 0 mg EAG/g m.h.), el tomate de entre las fritas

(5,34 £ 0,52 mg EAG/g m.h.), y la calabaza en el rehogado (0,5 £+ 0 mg EAG/g m.h.).

Los datos del analisis de las hortalizas indican que hubo un enriquecimiento en la concentracion
de fenoles en los siguientes casos: todas las modalidades de berenjena procesada, durante la
fritura de las cuatro hortalizas, y en el rehogado de la calabaza y del tomate. Hubo reduccién de
la concentracién en el resto de hortalizas procesadas, es decir en la coccién y coccidon AA de la

calabaza, patata y tomate, y en el rehogado de la patata.

En el AOVE utilizado, hubo una reduccién de los fenoles totales y en el agua un enriquecimiento,
gue acompanaron a las variaciones de la concentracidn en las hortalizas tanto, en los casos de

incremento como en los de reduccion de la concentracion.

Ramirez-Anaya (2009), detecté una reduccién del contenido de fenoles totales en el aceite de
oliva virgen extra de las técnicas de rehogado vy fritura de la patata y en los ensayos testigo en
donde se sometieron las muestras de AOVE a las temperaturas propias de cada técnica sin

incluir el alimento.

La concentracion de fenoles totales en los 4 lotes del AOVE de esta investigacion (0,24; 0,36;
0,19 y 0,37 mg EAG/g m.h.) fue de magnitud comparable a los valores reportados en otros
estudios. Por ejemplo de 0,08 mg EAG /g m.h. en aceite de oliva crudo con bajo contenido de
fenoles, o de 0,147 a 0,2 mg EAG /g m.h. en aceites de oliva fortificados con extractos de hoja de
olivo (Chiou et al., 2009). Del ultimo dato se deduce que las concentraciones mostradas en este

estudio corresponden a las de un aceite con muy buen contenido de fenoles.

La concentracion de fenoles en la patata frita fue de 0,55 mg EAG/g m.h., en la berenjena 33 mg
de EAG/g m.h., el valor de la primera coincidié con lo reportado por Kalogeropoulos (2007), sin
embargo el de la segunda es muy alto respeto al medido en este estudio para la misma hortaliza

frita. Y el aceite frito de este estudio duplico el valor reportado por el investigador de 0,13 mg/g.
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El incremento estadisticamente significativo (p < 0,05) en la concentracion, encontrado en las
hortalizas fritas, resulté del efecto de concentracidn de la masa seca antes mencionado y en
cierta proporcidn de la ganancia de fenoles a partir del aceite de fritura. En diversos estudios
sobre fritura de patatas y berenjenas, ha sido demostrada la ganancia de fenoles procedentes
del aceite con porcentajes de retencidn que ascienden a 25, 38 y 70 % en el aceite, la patata y la

berenjena fritas respectivamente (Kalogeropoulos et al., 2007).

Las pérdidas de fenoles del AOVE durante los experimentos se atribuyeron al aumento de las
temperaturas durante el calentamiento. Esta hipdtesis se apoya en observaciones previas en
donde se confirma que el calentamiento del aceite de oliva virgen extra causa la disminucién de
la concentracién de polifenoles de forma progresiva a lo largo del tiempo que dura el
tratamiento, pudiendo desaparecer en tratamientos prolongados, y a temperaturas muy

elevadas (313 °C), por ejemplo durante el tratamiento con microondas (Cerretani et al., 2009).

La oxidacion térmica, polimerizacion e hidrélisis que tienen lugar durante la fritura de aceites
bajo condiciones de altas temperaturas, presencia de oxigeno y de agua proveniente del
alimento, son causas de las pérdidas de polifenoles en el AOVE. También puede resultar del
enlace covalente entre fenoles oxidados y proteinas o aminodacidos, asi como de la

polimerizacién de fenoles oxidados (Friedman, 1996).

La reduccidn de la concentracidn de fenoles en las hortalizas durante las dos modalidades de
coccién y el aumento del contenido de fenoles en el agua, es originada por la solubilizacién de
una parte de los fenoles presentes en el alimento, causada por la destruccién de las paredes
celulares y compartimientos subcelulares que incrementan la lixiviacién de sustancias hacia el

espacio extracelular (Andlawer et al., 2003).

Esta tendencia, fue reportada previamente en la coliflor hervida en donde las pérdidas de los
fenoles medidos en los floretes fueron cuantificados en el agua del proceso y resultaron
insignificantes durante la coccién al vapor (Volden et al., 2008; 2009), también fue observada en
diversas cruciferas hervidas (Sikora et al., 2008) y en pimientos hervidos, detectandose, en este
ultimo caso reducciones no significativas (Ai et al., 2008). Este es el hecho que motiva la
recomendacién de consumir las hortalizas cocidas junto con el agua de coccién y de reducir la
cantidad de agua y el tiempo de coccidn de las hortalizas para obtener los beneficios 6ptimos de

los compuestos bioactivos.
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3.2. Estudio de los compuestos fenodlicos por HPLC.

Para la interpretacion de los resultados obtenidos de la cuantificaciéon de la concentracion de los

diversos compuestos fendlicos por HPLC, estos fueron clasificados en tres grupos:

a)

b)

Compuestos fendlicos exclusivos del aceite de oliva virgen extra. Son aquellos fenoles
descritos por Boskou (2009) como de presencia exclusiva en el AOVE, y que por lo tanto
no se detectaron en ninguna de las cuatro hortalizas crudas. Fueron considerados como
referencia para el analisis del reparto entre las fracciones la oleuropeina, pinorresinol,

tirosol e hidroxitirosol.

Compuestos fendlicos exclusivos de las verduras y hortalizas. Como referencia se analizé
el reparto del acido clorogénico y la rutina, el primero es un fenole de presencia
extendida en las hortalizas y que no fue incluido por Boskow (2009) en el listado de
compuestos fendlicos del el aceite de oliva. El cido clorogénico es el fenol mayoritario
en la patata y berenjena (Luthiria, 2012; Das et al., 2011), mientras que la rutina lo es en
el tomate (Hallman et al., 2013). Fueron incluidos también los acidos hidroxibenzéico,
hidroxifenilacético y dihidroxibenzdico. Aunque los tres ultimos fueron encontrados en
este estudio solo en las hortalizas crudas, también son listados por Boskou (2009) como

fenoles que formar parte del perfil del AOVE.

Compuestos fendlicos procedentes tanto del aceite de oliva virgen extra como de las
hortalizas. Son fenoles que fueron recogidos en la lista de Boskou (2009), y que en el
presente trabajo fueron encontrados tanto en el vegetal como en el AOVE crudos, por lo
menos en tres de las hortalizas estudiadas. Aqui se incluyeron la o-vanillina como
referencia del reparto y los acido o-cumarico, siringico, p-cumarico y cafeico. También
fueron incluidos los resultados de la luteolina, apigenina, y los acidos vanillico y galico, a
pesar de no cubrir el requisito de estar presente en las fracciones crudas, por lo menos,

tres de las hortalizas estudiadas.

En el resto de fenoles, ademdas de la o-vanillina, se presentan los resultados
considerando que los fendmenos que conducen la dindmica del reparto ya ha sido

abordada en detalle a lo largo de la discusion.
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Se aplicaron las pruebas estadisticas en cada fenol considerando por separado cada hortaliza
para comparar, de forma objetiva entre si, los valores obtenidos de la combinaciéon de las
fracciones (AOVE, hortaliza y agua) con cada técnica culinaria (crudo, fritura, rehogado, coccion,

coccion AA).

Para el estudio estadistico se comprobd previamente si la distribucién que siguieron las muestras
fue normal o no, para ello se aplicaron los test de Chi-cuadrada, la estadistica W de Shapiro-Wilks,
la prueba de Z para oblicuidad y para kurtosis tomando como limite el valor de probabilidad (p)
mas bajo para determinar el ajuste a la distribucion Normal. También se probd la igualdad de

varianzas aplicando el test de Bartlett.

En el caso de que tras la aplicacidn de estos test se hubieran obtenido resultados no significativos (p
> 0,05), se habria demostrado la normalidad de la distribucién y la homogeneidad de las varianzas,
por lo que se procederia a realizar tal andlisis de la varianza mediante un método paramétrico de
una sola via (ANOVA). Por el contrario, cuando alguna de las dos premisas, o las dos a la vez, fallaron
(p < 0,05), no se aplicd el ANOVA vy se eligié el método no paramétrico de Kruskall-Wallis. Con ello
se determinaron y detectaron las diferencias estadisticas significativas existentes (p < 0,05) que
finalmente se plasmaron en las tablas 3.2-1, -2, -3, -4, -5, -6, -7 y -8 como literales junto a los

valores de las concentraciones de cada fenol.
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Tabla 3.2-1. Concentracion de fenoles en las fracciones de patata y AOVE obtenidas en las técnicas culinarias con aceite como medio de transferencia

de calor. Cada valor es el promedio de tres repeticiones (n=3).

Concentracion de Fenoles (ug/g m.h.)

Fritura Rehogado
Fenoles
Patata* Patata Patata
Ac. galico 0,017 £ 0 c** 0,012+0b 0,067+0e Trazas 0,066 +0e
Hidroxitirosol 0,125+0b 1,329+0,04 f 0,125+0b 0,878 £0,06 d 0,082 +0ab
Ac. dihidroxibenzéico 0,142 £ 0 bc 0,195+ 0,01d 0,151+0,01c
Tirosol 0,114+0,01c 0,177+ 0,01 e 0,118+0¢c 0,147 +0,01d 0,066 +0b
Ac. hidroxifenilacético 0,261+0,01b 0,277+0,01b 0,273+0,02b
Ac. hidroxibenzéico 0,047+0b 0,072+0c 0,069+ 0,01 c
Ac. clorogénico 0,191+0b 0,439+0,03c 0,413+0¢c
Ac. vanillico 0,131+0b 0,152+0b 0,146 +0,01b
Ac. cafeico 0,019+0fg 0,011+0c 0,019 +0 ef 0,009+0b 0,021+0¢g Trazas
Ac. siringico 0,023 +0de 0,019+0c 0,022+0d 0,019+0c 0,025+0f 0,016+0b
Ac. p-cumarico 0,067+0c 0,05+0b 0,214+0g 0,081+0d 0,138+ 0,01 f 0,122+0,01e
o-vanillina 1,012+ 0,05 f 0,368 +0,02 ¢ 0,142+0b 0,418 +0,02d 0,137+0b 0,108 +0,01 b
Ac. o-cumadrico 0,083+0e 0,022+0c 0,182+ 0,011 0,017 £0 bc 0,123+0,01g 0,013+0b
Oleuropeina 0,429 +0,03d 1,196 +0,02 g 0,129+0b 0,679+0,03 e 0,335+0,01c
Pinorresinol 0,454 +0,02e 0,31+0,01d 0,478 +0,04 e 0,247 +0,02c 0,252 + 0,02 cd
Luteolina 0,101+0c 0,138+0f 0,101+0c 0,127+0e 0,091+0,01b
Apigenina 0,519+0,03 f 0,142 +0,01b 0,204+ 0,01 c 0,14+0,01b 0,262 +0,02 d

*Las comparaciones se realizaron entre los tratamientos de una misma hortaliza.
**Los promedios seguidos de letras iguales no son significativamente diferentes (p > 0,05).
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Tabla 3.2-2. Concentracion de fenoles en

promedio de tres repeticiones (n=3).

Fenoles

Patata*

Coccion

Concentracion de Fenoles (ug/g m.h.)

Patata

Coccion AA

Resultados y Discusién

las fracciones de patata, AOVE y agua obtenida en las técnicas culinarias de coccién. Cada valor es el

Ac. galico
Hidroxitirosol

Ac. dihidroxibenzdico
Tirosol

Ac. hidroxifenilacético
Ac. hidroxibenzéico
Ac. clorogénico

Ac. vanillico

Ac. cafeico

Ac. siringico

Ac. p-cumarico
o-vanillina

Ac. o-cumarico
Oleuropeina
Pinorresinol
Luteolina

Apigenina

0,059 + 0 d**

0,1467 £ 0,01 bc

0,054+0b

0,173+0b
0,129+0,01b

0,017 +£0de

0,679+0,06 e
0,044+0d

0,091+0f

0,759+0e

0,324+0,02 e
1,136 +£0,08 ¢
0,618+0c

0,633+0,02]j

0,064+0e
0,558 +0,01c
0,139+0b

0,053+x0b
0,177+0b
0,139+0b
0,016+0d
0,024 + 0 ef
0,089+0,01d
0,127 +0,01b
0,094 +0f
0,797 £ 0,07 f
0,269 + 0,02 cd
0,119+0,01d
0,202+0,01c

0,013+0b

0,071+0,01c
0,018 £ 0 bc
0,149+0,01b

0,103+0,01b

0,432+0,04 c

Trazas
2,014+0,16¢g
0,759+0,02 e
0,857 +0,08 f
1,646+0,09c
0,292 +0,02d
0,818 +0,04d
0,749+0,06d
0,089 £0,01h

0,351+ 0,02 h
1,703+0,1¢g
0,143 +0,01 h
1,385+0,11 h
1,749 +0,15 f

0,0957+0,01g

*Las comparaciones se realizaron entre los tratamientos de una misma hortaliza.

**Los promedios seguidos de letras iguales no son significativamente diferentes (p > 0,05).
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Tabla 3.2-3. Concentracidon de fenoles en las fracciones de berenjena y AOVE obtenidas en las técnicas culinarias con aceite como medio de

transferencia de calor. Cada valor es el promedio de tres repeticiones (n=3).

Concentracion de Fenoles (ug/g m.h.)

Fritura Rehogado
Fenoles

Berenjena* Berenjena Berenjena
Ac. galico Trazas Trazas 0,011+0b 0,049+0c
Hidroxitirosol 0,141+0d 0,408 +0,01g 0,112+0c 0,170+ 0f 0,082+0b
Ac. dihidroxibenzéico 0,134 + 0,01 c** 0,310+0,01e 0,081+0b 0,067+0b
Tirosol 0,099+0c 0,234+0,01e 0,093+0c 0,134+0d 0,066 +0b
Ac. hidroxifenilacético 0,260+ 0,02 ¢ 0,325+0,01d 0,322+0d
Ac. hidroxibenzéico 0,054+0c 0,336+0f 0,052+0c
Ac. clorogénico 1,315+0,07 b 10,901 + 0,57 e 0,038+0a 2,528 +0,07 ¢
Ac. vanillico 0,133+0c 0,065+0b 0,264 £0,02 f 0,160 £0,01 d
Ac. cafeico 0,014+0c 0,010+0b 0,054+0e 0,051+0e
Ac. siringico 0,023+0c 0,012+0b 0,029+0d 0,055+0f
Ac. p-cumadrico 0,071+0c 0,043 £0 bc 2,15+0,10h 0,122+0d 0,207+0e 0,034+0ab
o-vanillina 0,132+0c 0,283 +0,01f 0,197 +0e 0,161+0d 0,174 +0,01d 0,066 +0b
Ac. o-cumadrico 0,023+0d 0,024+0d 0,023+0d 0,014+0c 0,027+0e
Oleuropeina 0,403 £0,03f 0,263+0,01e 0,151+0c 0,169+0d 0,098+0b
Pinorresinol 0,412+0,03 e 0,288 +£0,01d 0,291+0d 0,212+0d 0,149+0c
Luteolina 0,087+0c 0,071+0b
Apigenina 0,228+0c 0,206 £0,01 ¢ 0,104 +0b 0,121+0,01b

*Las comparaciones se realizaron entre los tratamientos de una misma hortaliza.
**Los promedios seguidos de letras iguales no son significativamente diferentes (p > 0,05).
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Tabla 3.2-4. Concentracién de fenoles en las fracciones de berenjena, AOVE y agua obtenida en las técnicas culinarias de coccion. Cada valor es el

promedio de tres repeticiones (n=3).

Fenoles

Coccion

Concentracion de Fenoles (ug/g m.h.)

Coccion AA

Ac. galico
Hidroxitirosol

Ac. dihidroxibenzdico
Tirosol

Ac. hidroxifenilacético
Ac. hidroxibenzéico
Ac. clorogénico

Ac. vanillico

Ac. cafeico

Ac. siringico

Ac. p-cumarico
o-vanillina

Ac. o-cumarico
Oleuropeina
Pinorresinol
Luteolina

Apigenina

Berenjena*

Trazas

0,139+ 0 c**

0,285+0c
0,126 £0d
3,851+0,13d
0,165+0d
0,022+0d
0,047+0e
0,359+0,01f
0,126 +0,01c
0,023+0d

1,021+0,02 g

1,451+ 0,06 f
1,495 + 0,02 h
26,433+ 1,64¢g
0,736+0,04 g
0,093 +0f
0,169 +0h
3,111+0,01i

1,042 +0,01e

Berenjena

0,165 + 0 ef
0,183 +0,01d
0,135+0d
0,281+0c
0,147+0,01e
3,738+0,11d
0,232+0e
0,014+0c
0,028 +0d
0,370+0f

0,022+0d

0,207+0d

0,220+ 0d

0,084+0b

0,065+0b
0,151+0b
0,025+0b

0,044 + 0 bc
0,067+0b
0,011+0b
0,106 +0b
0,129+0,01b
0,068+0b
0,119+0,01b

0,992 +0.01h
0,982 +0,04 f
0,743 +0,02 f
1,402 +0,04 e
0,838+0¢g
15,348 + 0,85 f
0,749 +0,01 h
0,109+0,01g
0,118+0¢g
1,333+0g
1,21187 + g
0,113+0f
0,843+0,01¢g

*Las comparaciones se realizaron entre los tratamientos de una misma hortaliza.

**Los promedios seguidos de letras iguales no son significativamente diferentes (p > 0,05).
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Tabla 3.2.-5. Concentracidn de fenoles en las fracciones de tomate y AOVE obtenidas en las técnicas culinarias con aceite como medio de transferencia

de calor. Cada valores el promedio de tres repeticiones (n=3).

Concentracién de Fenoles (pg/g m.h.)

Fenoles Fritura
Ac. galico 0,039 £ 0 b** 0,064+0d Trazas 0,050+0¢c
Hidroxitirosol 0,097+0b 4,715+0,14 f 1,112+0,01e 0,183+0¢
Ac. dihidroxibenzdico 0,071+0b 0,354+0,01e 0,088+0c 0,153+0d
Tirosol 0,088+0b 0,145+0d 0,123+0c 0,143+0d
Ac. hidroxifenilacético 0,330+0e 0,639+0,01f 0,145+0b 0,325+0e
Ac. hidroxibenzéico 0,050+0c 0,075+0d 0,024+0b 0,073+0d
Ac. clorogénico 0,077+0c 0,439+0,01g 0,048 +0 0,108 +0d
Ac. Vanillico 0,132+0d 0,132+0d
Ac. cafeico 0,025+0 f 0,009+0b 0,052+0g 0,012+0d 0,019+0e 0,012+ 0cd
Ac. siringico 0,019+0d 0,071+0f 0,017+0c 0,024+0e 0,015+0b
Ac. p-cumadrico 0,091+0 ¢ 0,041+0b 0,204+0e 0,135+0,01d 0,074+0c
o-vanillina 0,151 + 0,01 abc 0,118 £ 0,01 ab 0,355+ 0,01 cd 0,176 £ 0,01 abc 0,244 + 0,01 bc 0,548 + 0,63 de
Ac. o-cumadrico 0,032+0e 0,015+ 0 bc 0,027+0d 0,016 +0c 0,022+0d 0,011+0b
Oleuropeina 0,184+0d 0,487+ 0,01 f 0,183+0d 0,314+0,02 e 0,136+ 0 bc
Rutina 0,179+0,01c 0,354+0,02d 0,197 +0,01c
Pinorresinol 0,234+0,01d 0,364 +0,03 f 0,489+0,01¢g 0,236+0,01d 0,268 £0,02 e
Luteolina 0,125+0f 0,175+0¢g 0,080+0d 0,124+0e 0,061+0b
Apigenina 0,231+0,01d 0,150+£0,01 ¢

*Las comparaciones se realizaron entre los tratamientos de una misma hortaliza.

**Los promedios seguidos de letras iguales no son significativamente diferentes (p > 0,05).
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Tabla 3.2-6. Concentracion de fenoles en

promedio de tres repeticiones (n=3).

Fenoles

Coccion

Concentracion de Fenoles (pg/g m.h.)

Tomate

Coccion AA

Resultados y Discusién

las fracciones de tomate, AOVE y agua obtenida en las técnicas culinarias de coccién. Cada valor es el

Ac.

galico

Hidroxitirosol

Ac.

dihidroxibenzéico

Tirosol

Ac.
Ac.
Ac.
Ac.
Ac.
Ac.
Ac.

hidroxifenilacético
hidroxibenzoéico
clorogénico
vanillico

cafeico

siringico

p-cumadrico

o-vanillina

Ac.

o-cumarico

Oleuropeina

Rutina

Pinorresinol

Luteolina

Apigenina

0,278 £ 0,01 c**

0,124 +0,01c

0,075+0c
0,148 + 0 abc
0,022+0d

0,148+0,012b

0,245+ 0,01 de

0,194 +0,01e

1,374+0,02 g
0,249+0e
0,407 +0,02 e
0,076 £0ii
0,418+0,01f
0,854 +0,02 f

0,101 +0,01f

1,035+0,05e

1,127+0,01 g

0,163+0c

0,309+0,01d

0,076 +0c

0,134+ 0ab
0,023+0d
0,167 £0,01 cd

0,218+ 0,01c

0,262 +0,01e

0,085+0b

0,063+0b
0,010+ 0 bc
0,019+0d
0,034+0b
0,075+ 0ab
0,011+0b
0,124+0,01b

0,186 +0,01b
0,072+0c
0,115+0b

0,232+0f
0,962 +0,05d

0,729 +0,01 f
2,186 0,02 h
0,266+ 0 f
0,421+0,01f

0,073+0h
0,719+0,05¢g
0,691 + 0,02 ef

0,121+0g
2,127+0,11¢g

1,105+0h

1,039+0,05 f

*Las comparaciones se realizaron entre los tratamientos de una misma hortaliza.

**Los promedios seguidos de letras iguales no son significativamente diferentes (p > 0,05).
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Tabla 3.2-7. Concentracidn de fenoles en las fracciones de calabaza y AOVE obtenidas en las técnicas culinarias con aceite como medio de transferencia

de calor. Cada valor es el promedio de tres repeticiones (n=3).

Ac.

Fenoles

galico

Hidroxitirosol

Ac. dihidroxibenzéico

Tirosol

Ac.
Ac.
Ac.
Ac.
Ac.
Ac.
Ac.

hidroxifenilacético

hidroxibenzéico
clorogénico
vanillico

cafeico

siringico

p-Cumarico

o-vanillina

Ac.

o-cumarico

Oleuropeina

Pinorresinol

Luteolina

Apigenina

Calabaza

0,027 £ 0,002 b*

0,19+0¢c

0,468 +0,01b
0,057+0b
0,076 £ 0,001 b

0,018+0d

0,022+0c
0,073+0,01c
0,135+0,01d
0,099 £ 0,01 de

0,196 +0,01b

0,065+0b
0,012+0b
0,013+0b

0,267 +0,01 g
0,033 + 0,002
0,794+ 0,014 f
0,538+ 0,02 f
0,123+0e

Concentracion de Fenoles (ug/g m.h.)

Fritura

Calabaza
0,026+0e
1,479+0,1¢g
0,184 +0,13d
0,125 + 0,01f
1,049+0,01c
0,072+0d
0,078+0c
0,122 +0,01d
0,015+0f
0,027 +0f
0,085+ 0g
0,14 £0,004 e
0,103 +0,004 g

0,233+0,01c

0,142+0,01b

0,129+0,01c

0,065+0b
0,018+ 0d
0,013+0b
0,096 £0,01e
0,252 +0,01f
0,023+ 0 bc
0,144 + 0,003 b
0,459+0,02 ¢
0,114 +0,004 d
0,101+0,01b

Calabaza
0,044+ 0Oc
1,355+ 0,06 e
0,179 + 0,002bc
0,167 + 0,01 de
0,46+ 0,01b
0,077 + 0,003 c
0,087+ 0,01 b
0,134+ Oc
0,023+ 0f
0,028 + 0,002 e
0,111 £ 0,004 f
0,134+ 0,003 d
0,111+ 0,002 e
0,313+ 0,023 d

0,085+ 0ab

0,072 +£0,004 b

0,012+0b
0,080 +0,002 c
0,096 +0,01 ¢
0,014+ 0ab
0,221+0c
0,292+0,01d
0,092+0c

*Las comparaciones se realizaron entre los tratamientos de una misma hortaliza.

**Los promedios seguidos de letras iguales no son significativamente diferentes (p > 0,05).
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Tabla 3.2-8. Concentracion de fenoles en las fracciones de calabaza, AOVE y agua obtenida en las técnicas culinarias de coccién. Cada valor es el

promedio de tres repeticiones (n=3).

Concentracion de Fenoles (ug/g m.h.)

Fenoles __________ Cocci6h Coccion AA
Calabaza Calabaza

Ac. gélico 0,026 £ 0 b* 0,056+ 0d
Hidroxitirosol 0,786 +0c 4,677+ 0,09 h
Ac. dihidroxibenzéico 0,184+ 0,13 bc 0,175+0,01 b 0,708 = 0,012 e
Tirosol 0,171+ 0,002 e 0,727 + 0,012 h
Ac. hidroxifenilacético 1,049+0,01d 1,72+ 0,07 f 1,647 + 0,05 e
Ac. hidroxibenzéico 0,072+0c 0,377+ 0,01 f 0,061+ 0,01b 0,283+ 0,02 e
Ac. clorogénico 0,078 +0,001 b 0,38+ 0,02d 0,084 + 0,003 b 0,444 +0,03 e
Ac. vanillico 0,122+0,01c 0,133+ 0,002 c 0,685+ 0,03 e
Ac. cafeico 0,015+0c 0,073+ 0g 0,02+0e 0,084+ 0Oh
Ac. siringico 0,027 £ 0 de 0,117+ 0,01 g 0,024 +0cd 0,013+0b 0,124+0h
Ac. p-Cumarico 0,085+ 0d 0,092+ Oe 0,045+0b 0,912+0h
o-vanillina 0,14 £0,004d 0,745+ 0,01 h 0,133+ 0d 0,076 £ 0,003 b
Ac. o-cumadrico 0,103 £ 0,004 e 0,494+ 0,03 h 0,086+ 0,01d 0,012+ 0 ab 0,254+ Of
Oleuropeina 0,266+ 0,01c 0,128+0,01 b 1,463+ 0,09g
Pinorresinol 0,175+0,01¢g 1,084 + 0,04 b
Luteolina 0,076 £0,01 b
Apigenina 0,233+0,01d

*Las comparaciones se realizaron entre los tratamientos de una misma hortaliza.

**Los promedios seguidos de letras iguales no son significativamente diferentes (p > 0,05).
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3.2.1. Compuestos Fendlicos exclusivos del aceite de oliva virgen extra (AOVE).

En la descripcidn del efecto de los procesos de manufactura sobre la composicion de las
sustancias fendlicas, ha sido seleccionada la oleuropeina junto con el hidroxitirosol y tirosol
como marcadores de la alteracidn térmica de la calidad (Servilli et al., 2003; Attya, 2010), ya que
pueden ser considerados como sustancias de referencia de las buenas practicas de produccién

del AOVE (De Nino et al., 2005; 2008).

e Oleuropeina

En la oleuropeina, ya sea en su forma libre como de aglicona, sus isdmeros y los productos de su
hidrélisis, son los principales responsables del amargor en las aceitunas (Gutiérrez-Rosales and

Gdémez-Rey, 2003; Carrasco-Pancorbo et al., 2006).

Las concentraciones de oleuropeina cuantificadas en las diversas fracciones de este estudio
alcanzaron valores entre 0,1 pg/g m.h. presentes en el AOVE recuperado del rehogado de la
berenjena, y 2,12 pug/g m.h. correspondiente al agua de la coccion del tomate. (Tablas 3.2-1, -2, -
3, -4, -5, -6, -7 y -8). Las concentraciones se estratificaron de acuerdo a la fraccién analizada, de
tal manera que, en las muestras de hortalizas procesadas, se desplegaron valores de intermedios
a nulos. En el AOVE los valores van de bajos a nulos (en un par de casos valores altos), y en el

agua de coccién encontramos los contenidos mas elevados de este fenol.

En los alimentos crudos de partida, solo se cuantificd este fenol en los extractos de AOVE de los
cuatro lotes incluidos en los experimentos (0,4, 0,18, 0,43 y 0,79 pg/g m.h.), y estuvo ausente de
las cuatro hortalizas estudiadas, hecho previsto, pues la oleuropeina es un compuesto fendlico

de presencia exclusiva en las aceitunas, (Coni et al., 2000).

La oleuropeina, junto con el lingstdsido y acido elendlico constituyen el grupo de los
secoiridoides, que representan la fraccion mayoritaria de los compuestos fenélicos en el AOVE
(Loizzo et al., 2013). Las concentraciones de oleuropeina encontradas por nosotros en el AOVE
crudo fueron inferiores a las encontradas en el aceite de la variedad Cornicabra (7,5 + 6,1 mg/Kg

m.h.) por otros autores (Gémez-Alonso, Desamparados y Fregapane, 2002), pero semejantes a la
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de los valores obtenidos en muestras de AOVE italianos (0,16 a 4,88 mg/Kg), en donde la
variacién encontrada se atribuyd a la diversidad geografica de las muestras que constituyeron el

objeto de la investigacion (Carrasco-Pancorbo et al. 2006).

Las fracciones de hortaliza se enriquecieron significativamente en todos los tratamientos que
incluyeron AOVE, excepto en la berenjena procesada por coccién AA. Después de cada
tratamiento culinario de la berenjena, patata y calabaza la fraccién de alimento alcanzé

concentraciones mas elevadas que las del aceite que tomd parte en el ensayo (Fig. 3.2-1).

Si se observan los datos de contenido de grasa (Tabla 2.2-1) se puede constatar que, el
incremento en el contenido de oleuropeina en las muestras de hortalizas tiene una relacién
inversa con el contenido de humedad (r = 0,60), y directa con el contenido de extracto seco (r =
0,66) (Tabla 4.1-2). De manera que las muestras obtenidas tras la fritura mostraron mayor

contenido que las del rehogado, y estas a su vez mayor que las de la coccién AA.

De hecho, fue la fritura la técnica culinaria que provocé mayor pérdida de humedad y absorcién
de AOVE por las hortalizas y por lo tanto mayor ganancia de oleuropeina, llegandose a encontrar
concentraciones finales de 0,26 pug/g m.h. en la berenjena, 0,49 pg/g m.h. en el tomate, 1,19
pg/g m.h. en la patata y 0,66 pg/g m.h. en la calabaza. El rehogado siguid a la fritura en el caso
de la berenjena (0,17 pg/g m.h.), tomate y calabaza (0,31 pg/g m.h.). Todas las muestras de
hortalizas que fueron cocidas en medio mixto AA alcanzaron concentraciones inferiores en este
compuesto fendlico salvo en el caso de la patata, donde se obtiene un valor mas alto tras la

coccién AA (0,80 ug/g m.h.) que tras el rehogado.

Como se observa en la Fig. 3.2-1, en las muestras de los ensayos que no incluyeron aceite en su
cocinado (agua, hortalizas crudas y hortalizas cocidas en agua), no se cuantificé oleuropeina, lo
qgue confirma la transferencia de este fenol desde el aceite hacia la hortaliza y el agua de

coccion.

En el AOVE recuperado después de la fritura, rehogado y coccion AA de los ensayos con patata,
berenjena y calabaza, las concentraciones finales fueron significativamente menores desde el
punto de vista estadistico (p < 0,05) respecto a las concentraciones cuantificadas en los aceites

crudos (Tabla 3.2-1, -3 y -7).
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Figura 3.2-1. Concentracion de oleuropeina en las fracciones de hortaliza, AOVE y agua

obtenidas en crudo y tras la aplicacidén de cuatro técnicas culinarias (n = 3).
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Solamente en los experimentos efectuados con tomate, la aplicacion de los distintos
procedimientos culinarios no ocasionaron cambios significativos respecto de las concentraciones
en el AOVE crudo (p > 0,05), alcanzando con la fritura valores de 0,19 pg/g m.h., y durante la
coccion AA llegaron a ser valores ain mas bajos, con un resultado de 0,12 pg/g m.h.; por su

parte el rehogado arrojé unos resultados de 0,14 pg/g m.h.

La reduccién de la concentracion de oleuropeina en el AOVE fue el resultado tanto de la
hidrélisis como de la solubilizacidn, bien hacia el agua de coccidn, bien hacia la fracciéon de

alimento.

La reduccién del contenido del fenol que nos ocupa, ha sido referida en experimentos de
incubacién de muestras de AOVE. En estos experimentos, hubo una reduccidn considerable de
oleuropeina incluso con la temperatura mas baja de incubacidon (80°C) tras seis horas de
tratamiento y estuvo ausente tras tres horas de tratamiento a 230°C; a las veinticuatro horas,
solo se identificaron trazas en el tratamiento mas suave (Attya et al., 2010). La presencia de
alimento durante los procesos térmicos contribuye al incremento de la degradacién hidrolitica
de los secoiridoides, probablemente favorecida por las pequefias cantidades de agua que se

desprenden en la superficie (Silva et al., 2019).

La alta solubilidad de fenoles hidrofilicos como la oleuropeina esta bien establecida por diversos
autores (Selvaginni et al., 2006) y este hecho favorecié la migracidon de los compuestos desde el
AOQVE hacia el agua de de coccidén como se observa en la Fig. 3.2-1. Siendo el agua de cocinado

del tomate la que mayor incremento sufre en este fenol (2,12 ug/g m.h.).

La migracién de la oleuropeina fue demostrada en un estudio sobre el reparto de sustancias
fendlicas durante la esterilizacion de mezclas de agua/AOVE, en donde se encontrd una
reduccién significativa de los fenoles complejos presentes en el aceite (oleuropeina y
lingstrdsido); este efecto fue particularmente significativo para la forma dialdehidica de la
aglicona de la decarboximetil oleuropeina (70 % de reduccidn) (Sachii et al., 2002), que es el
compuesto fendlico del AOVE con mayor hidrofilicidad a baja temperatura (Fogliano, 1999). La
pérdida después del procesamiento de las formas hidrolizables de las agliconas de la
oleuropeina y el lingstrosido desde el AOVE, se correspondieron con el incremento de sus

productos de hidrdlisis en el correspondiente volumen de salmuera.
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En los experimentos de hervido AA que se llevaron a cabo con las cuatro hortalizas, el efecto de
migracion se Incrementd por la alta relacion agua - alimento (4:1 m/m) y por el incremento de la
temperatura. La relacién agua - alimento fue semejante a la utilizada en otros estudios (Zhang et
al., 2011; Perla, Holm and Jayanty, 2012), sin embargo, la combinacién de tiempo y temperatura
fue menos drastica que en otros trabajos en donde con frecuencia se programan condiciones de
sobrecocinado (frecuente a nivel doméstico). Este factor contribuyd a la conservacion de las
concentraciones de oleuropeina y del resto de fenoles pues los alimentos retienen mayor
cantidad de fenoles al reducir la cantidad de agua, temperatura y tiempo de proceso (Servilli et

al., 2003; Nguyen, Nagasaka and Ohshima, 2012).

e Pinorresinol

El pinorresinol es uno de los componentes mds importantes de la fraccion fendlica del hueso de
la aceituna y estd practicamente ausente de la pulpa y hojas. Su presencia en el aceite se debe al
rompimiento de la corteza de la semilla cuando las olivas son molturadas. La concentracion de
este lignano puede ser empleada como un indice de las condiciones de molturacién y de la
relacion pulpa/semilla (Gomez-Alonso, Desamparados y Fregapane, 2002). Junto con los
secoiridoides, los lignanos también son considerados como compuestos fendlicos prevalentes en

la fraccion polar del AOVE (Carrasco-Pancorbo, et al., 2005).

Las concentraciones medias de pinorresinol encontradas por nosotros en los aceites crudos de
este trabajo (2,94 + 0,09 mg/Kg m.h) fueron mas bajas que los reportados por Bakhouche et al.,
(2013; 4,1 + 0,4 mg/Kg m.h) en aceites catalanes, y superiores a las referidos por Carrasco-
Pancorbo et al., (2006) con una concentracién en el AOVE picual intenso de 0,47 + 0,02 g/Kg. Por
su parte, Allalout et al. (2008) encontré concentraciones que variaron entre 8,1 mg/Kg en el
aceite Arbosa y 13,8 mg/Kg en el aceite Arbequina, y Jacomellia et al. (2010) refirié valores

medios que oscilaron entre 32,2 y 2,0 mg/Kg (Krichene et al., 2010).

Los datos de concentracion de pinorresinol de todas las muestras se distribuyeron entre el valor
minimo (0,1 pg/g m.h.) cuantificado en el AOVE procedente de la coccion AA de la patata y el
valor méaximo (1,75 pg/g m.h.) del agua de la coccién AA también de la patata (Tablas 3.2-1, -2, -
3,-4,-5,-6,-7y-8).
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Los datos de las muestras de las hortalizas crudas y procesadas tendieron a tomar valores
comprendidos entre las concentraciones medias y bajas o nulas, los de las muestras de AOVE
tomaron valores altos y se distribuyeron a lo largo de la amplitud del rango sin formar
agrupaciones claras. Los del agua incluida en el experimento tomaron los valores mas altos toda

vez que el fenol estuvo presente (Fig. 3.2-2).

En las fracciones de hortaliza la presencia del pinorresinol se corroboré como un
enriquecimiento cuando el vegetal fue tratado con técnicas culinarias que incluyeron el AOVE.EI
origen de este enriquecimiento por parte de las hortalizas, fue el mismo que el expuesto para la
oleuropeina, y se basa en la relacion (Tabla 4.1-2) con el incremento del contenido en extracto
seco (r = 0,55), la pérdida paralela del contenido en humedad (r = -0,73) y el incremento del

contenido de grasa (r = 0,56) generada por la absorcién de AOVE (Kalogeropoulos, 2007).

La fritura, como en el caso anterior, es la técnica que provoca el mayor enriquecimiento de las
hortalizas en pinorresinol, siendo la calabaza la hortaliza que mas se enriquece en este fenol
(0,36 pg/g m.h.) tras la aplicacién de esta técnica culinaria. En cuanto a la coccidon AA, al ser el
pinorresinol un fenol hidrofilico, se produce una migracién alta desde el AOVE hasta el agua de
coccién. Lo mismo sucedia con la oleuropeina. Por ello en caso de utilizar esta técnica de
cocinado deberia de consumirse el agua de coccidn a fin de evitar pérdidas en ambos fenoles

(Fig. 3.2-2).

Ahora bien, al ser el pinorresinol de entre todos los fenoles del aceite el que presenta una mayor
establidad térmica y una hidrofobicidad mas alta (Sacchi et al., 2002), el comportamiento que

sufre es diferente al que experimenta la oleuropeina.

En las fracciones del AOVE recuperado después de cocinar las hortalizas por las diferentes
técnicas culinarias, se puede observar una tendencia a la reduccién o conservacién de la
concentraciéon de pinorresinol. Es decir, en general, en el aceite recuperado después del
cocinado, se encontraron valores en este fenol significativamente menores (p < 0,05) respecto al
aceite crudo. No obstante, en dos hortalizas, el tomate y la patata, después de freirlas en el
aceite procedente de la fritura, se invierte esta tendencia, aumentando la concentracion en

pinorresinol y con diferencias estadisticas significativas (p < 0,05) respecto al aceite en crudo.
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Figura 3.2-2. Concentracién de pinorresinol en las fracciones de hortaliza, AOVE y agua

obtenida en crudo y tras la aplicacidn de cuatro técnicas culinarias (n = 3).
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e Hidroxitirosol

Después de los secoiridoides, los fenoles simples son los mds abundantes, y de éstos ultimos el

hidroxitirosol es el principal (Gomez-Alonso, Desamparados y Fregapane, 2002).

En esta investigacidn, el rango de valores del contenido de hidroxitirosol de las muestras en
donde fue detectado oscilé entre 0,08 pg/g m.h (AOVE del rehogado de la patata) y 4,71 ug/g
m.h (tomate frito). Los valores obtenidos se agruparon de acuerdo a la fraccién analizada de
manera que, en las muestras de hortaliza, las concentraciones tomaron valores intermedios o

nulos, en el AOVE valores bajos o nulos y en el agua altos o nulos (Fig. 3.2-3)

En las muestras crudas este fenol solo estuvo presente en el AOVE de los cuatro lotes (0,1, 0,19,
0,14 y 0,13 pg/g m.h). No se detect6 en las hortalizas crudas (Fig. 3.2-3). Las concentraciones
determinadas en los AOVE crudos fueron bajas, pero coincidieron con la magnitud de los datos
reportados por otros autores (Lozano-Sanchez et al., 2012; Gomez-Alonso, Desamparados y

Fregapane, 2002; Jacomellia et al. 2010.

En el andlisis de los datos de la fraccion sélida de las cuatro hortalizas, se observé, que ninguna
de las muestras cocidas presentd concentraciones detectables, pero si hubo incrementos de las
concentraciones de hidroxitirosol tras la aplicacidon de las técnicas culinarias que incluyeron

AOVE como medio de transferencia de calor (Fig. 3.2-3).

Como en los casos anteriores, son la fritura y la coccién AA donde las hortalizas experimentan
un incremento mayor en hidroxitirosol, siendo la calabaza y el tomate las que mas se enriquecen

en este fenol cuando se les somete a fritura.

Dado a que en las hortalizas crudas no se encontraron cantidades detectables de hidroxitirosol,
se puede afirmar que la totalidad del compuesto cuantificado en las fracciones de hortaliza
procedid del AOVE utilizado en los ensayos. En este fenol al igual que con otros de presencia
exclusiva en el AOVE (oleuropeina, pinorresinol y tirosol), la concentracién final se relaciond
(Tabla 4.1-2) con la cantidad de agua eliminada de los tejidos de los vegetales (r = -0,64) y por lo
tanto de la cantidad de extracto seco ganado (r = 0,87) por efecto de concentracion durante las

técnicas culinarias.
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En la Tabla 2.2-1 se observa que durante la fritura se incorpord la mayor cantidad de aceite
(25,21 %) y se elimind la mayor cantidad de humedad (38,63 %), le siguid el rehogado (grasa
10,44 %, humedad 75,07 %) y finalmente la coccion AA (grasa 5,12 %, 85,45 %).

En el presente trabajo, este fenol tendié a difundirse y con ello a enriquecer significativamente
(p > 0,05) el agua de la coccién AA del tomate (0,96 pg/g m.h.), calabaza (4,67 pg/g m.h.),
berenjena (0,99 pg/g m.h.) y de la patata (2,01 pg/g m.h.). En el agua de la coccidn sin aceite no
se encontraron cantidades detectables de este fenol, pero cuando se practica la coccién AA, las
concentraciones de hidroxitirosol en el agua llegaron a alcanzar los valores mas altos de todo el

estudio, incluso iguales o superiores al de las hortalizas fritas (Fig. 3.2-3).

Los tratamientos térmicos causaron deterioro de la concentracion de este fenol en las muestras
del AOVE usado en las pruebas con las cuatro hortalizas. Las concentraciones cayeron hasta los
valores mas bajos de todo el estudio o hasta la completa eliminacién. Se eliminé del AOVE en los
experimentos con patata y calabaza tras la coccidon AA y rehogado. En este Ultimo caso, a pesar
de estar presente (patata 0,08 pug/g m.h. y calabaza 0,08 pg/g m.h.) no fue estadisticamente
diferente respecto a las muestras con contenidos de 0 pg/g m.h. (p < 0,05). En los
experimentos con tomate no se encontrd hidroxitirosol en el AOVE del rehogado, ni en el de la
coccion AA, el AOVE de la fritura del tomate fue el Unico aceite en donde se observd un

incremento (4,71 pg/g m.h.).

Las reducciones encontradas en el aceite fueron, en parte, el resultado tanto de la disolucidon
parcial en el agua de coccion, la termohidrolisis del compuesto y la absorcion del AOVE o el fenol
por la hortaliza, sin embargo, con los datos disponibles no es clara la contribucién de cada factor
(Yamaguchi, et al., 2001). No obstante, la baja estabilidad térmica de la molécula de
hidroxitirosol hace que desaparezca por completo tras ciento cincuenta minutos a 170 y 220°C
(Attya et al. 2010). Estos autores explicaron la baja estabilidad de esta molécula, del tirosol y de
la oleuropeina como el resultado de la presencia del grupo catecol y de grupos activos que con el

incremento de la temperatura participan en reacciones de ciclizacion, polimerizacién o hidrélisis.
Nosotros hemos encontrado que la disolucién del fenol en el agua y su incorporacién en la

hortaliza es evidente tras observar el enriquecimiento de ambas fracciones desde la total

ausencia hasta concentraciones elevadas (Fig. 3.2-3).
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Figura 3.2-3. Concentracion de hidroxitirosol en las fracciones de hortaliza, AOVE y agua

obtenida en crudo y tras la aplicacidn de cuatro técnicas culinarias (n = 3).
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Tratamientos térmicos como la esterilizacién de AOVE enlatado causa una reduccién significativa
(25 a 30 %) de los compuestos fendlicos hidrolizables y del hidroxitirosol, sin verse afectado el
contenido de tirosol. Al comparar esos resultados con el efecto inducido por el mismo
tratamiento pero en mezclas de aceite/salmuera, todos los fenoles simples y complejos
disminuyeron significativamente en la fase oleosa, pero con mayor magnitud en los compuestos
derivados del hidroxitirosol que en los compuestos derivados del tirosol y que el pinorresinol.
Este efecto fue particularmente significativo para la forma dialdehidica de la aglicona de la
decarboximetil oleuropeina (70 %) (Sacchi et al., 2002). Lo mismo ocurrid en experimentos de
enlatado de pescado en AOVE, en donde hubo reduccién del tirosol y la pérdida completa de

hidroxitirosol y sus derivados del aceite de llenado (Medina et al., 1998).

Las pérdidas del aceite encuentran explicacidon en el reparto de estos compuestos altamente
hidrofilicos hacia la fase acuosa y/o su oxidacién e hidrdlisis asociada al procesamiento térmico.
Ambos factores actlan simultdneamente, pues se apreciaron reducciones tanto en el AOVE
tratado sin salmuera (10,38 %) como en el tratado con salmuera 29,87 %). Cuando se analizaron
las salmueras que formaron parte del tratamiento, se encontré una mayor concentracion de
hidroxitirosol (197,4 % de incremento) y, adicionalmente, el glucdsido del acido elendlico como
productos de la degradacién de la oleuropeina y otros derivados Charoenprasert and Mitchel,

2012).

Durante el proceso de elaboracién de aceitunas de mesa se ilustra de manera clara la disolucién
del hidroxitirosol y de otros fenoles (tirosol, oleuropeina y de la aglicona de la oleuropeina) hacia
el medio liquido. En la etapa inicial de remojo en salmueras (para reducir el exceso de fenoles) y
durante el enjuague, este fenol migra rdpidamente hacia el agua de proceso, generando perfiles
particulares en el producto terminado, con concentraciones mas bajas o incluso nulas
(especialmente de hidroxitirosol) que las de las aceitunas sin tratar, al mismo tiempo que los

niveles en el liquido aumentan de forma significativa (Charoenprasert and Mitchel, 2012).
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e Tirosol

El tirosol al igual que los otros tres fenoles no se detecté en las hortalizas crudas, solo en el
AOVE crudo de los cuatro lotes (0,11, 0,1, 0,15 y 0,09 pug/g m.h.) (Tablas 3.2-1, -2, -3, -4, -5, -6, -7
y -8). Las concentraciones encontradas por nosotros en los aceites utilizados han sido mas bajas
gue las encontradas por otros autores en aceites obtenidos con aceitunas de la misma variedad.

(Krichene, et al., 2010; Bakhouche et al., 2013).

La proporcidn relativa entre tirosol/ hidroxitirosol reportada en este estudio fue de 0,78 ug/g
m.h.. Fue mas baja que la reportada en el de AOVE Cornicabara (1,8 pg/g m.h.) (Gémez-Alonso,
Desamparados y Fregapane, 2002). Este valor indica que hubo mayor cantidad de hidroxitirosol
que de tirosol. La razén de la amplia variacion del contenido puede ser que ambos fenoles son
producidos por la hidrélisis parcial de sus derivativos. Adicionalmente, la elevada actividad
antioxidante del hidroxitirosol, que es mucho mayor que la observada para el tirosol, favorece su

degradacion y desaparicion (Cinquanta et al., 1997)

En este fenol también se observd la misma tendencia en todas la fracciones tratadas por alguna
técnica culinaria: ocurrié un empobrecimiento del AOVE y un enriquecimiento de la hortaliza y
del agua (Fig. 3.2-4), siendo de nuevo la fritura la técnica culinaria que mayor contribuye al
enriquecimiento en tirosol de las hortalizas estudiadas, con concentraciones que fueron
estadisticamente diferentes (p < 0,05) respecto a las del AOVE crudo en la calabaza (0,12 ug/g

m.h) y la berenjena (0,09 pg/g m.h.).

A la fritura le sigue el rehogado como técnica culinaria que mas enriquece en tirosol las
hortalizas. Nosotros hemos encontrado que, tras aplicar esta técnica culinaria, las
concentraciones fueron menores que las de la fritura en el caso de la berenjena (0,13 ug/g m.h.),
calabaza (0,17 pug/g m.h.) y patata (0,15 pg/g m.h.). Las concentraciones del rehogado fueron
estadisticamente equivalentes a las de la coccion AA en la berenjena y la calabaza (p > 0,05),

pero superiores a las del tomate y patata (0 ug/g m.h.) procesadas por esta técnica.

Al igual que en el analisis de otros fenoles que son nativos del AOVE (hidroxitirosol, etc.) pero no
lo son de las hortalizas de este estudio, las concentraciones de tirosol encontradas en los
vegetales procesados en presencia de AOVE se originaron del aceite absorbido por el alimento, y

la cantidad dependera de los mismos factores que fueron expuestos para el hidroxitirosol.
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El resultado tras la elaboracién culinaria con AOVE fue que el perfil del alimento se enriquecié
por la absorcién del aceite, tanto cualitativamente por la incorporacidon de fenoles ajenos a la

verdura.

La tendencia en la fraccién de aceite fue a la reduccidn de las concentraciones de tirosol. En
algunas muestras de AOVE la reduccion se produjo hasta desaparecer (coccidon AA de la calabaza
y la patata y el rehogado del tomate), o hasta niveles mas bajos que el del AOVE crudo de

partida (Fig. 3.2-4).

Aunque es ampliamente referido que el tirosol y las especies afines a éste, como son la forma
dialdehidica del acido elendlico ligada a tirosol y la lingstrdsido aglicona, son mas estables que el
hidroxitirosol y que por ello no participan de manera importante en la estabilidad del aceite
durante el almacenamiento, bajo los tratamientos térmicos aplicados a las cuatro hortalizas, si
se encontro reduccion de la concentracidon del fenol que nos ocupa en este apartado (Brenes et

al., 2002).

Esa reduccion también fue referida por Charoenprasert and Mitchel (2012), quienes describieron
gue después de haber calentado aceite de oliva virgen extra a 180°C por tres horas ya no se
detectd el hidroxitirosol, y solo se encontré el 6 % de la oleuropeina aglicona, mientras que mas
del 70 % del lingstrésido y 30 % del contenido inicial de tirosol aun estuvieron presentes. Attya
et al. (2010) cité una reduccidn superior al 50 % con el calentamiento a 150°C durante ciento

cincuenta minutos.

En todos los casos el agua de coccidon AA resultd enriquecida en tirosol (patata 0,86 pg/g m.h.,
berenjena 0,74 pg/g m.h., calabaza, 0,73 ug/g m.h. y tomate 0,73 pg/g m.h.). Incluso, los valores
finales fueron los mds altos del estudio. En el caso del agua de la coccidn de la patata y
berenjena no se detectd la presencia en tirosol aunque era previsible un incremento en el
contenido de este fenol en las fracciones de agua y hortaliza por los fendmenos de lixiviacidn y
absorcion de aceite, respectivamente.,No era factible que las concentraciones finales de las dos
fracciones superara las del AOVE de partida. Sobre todo con los incrementos tan amplios que se
presentaron en el agua de coccién AA (650 % berenjena, 371 % calabaza, 718 % tomate, 658 %

patata) (Fig. 3.2-4).
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Brenes et al. (2002) también refirid que la suma total de tirosol que obtuvieron en técnicas
culinarias de hervido con agua /aceite , fue superior en la fase acuosa que en el aceite crudo
(1350 %), y observaron que tras recibir el tratamiento de hervido a presién durante treinta
minutos, las formas combinadas del tirosol (forma dialdehidica del acido elenélico y la aglicona
del lingstrésido) fueron totalmente hidrolizadas y el tirosol libre fue difundido por completo, por
su alta hidrofilicidad, del aceite a la fase acuosa; este efecto se vio acentuado a pH 6. Estos
autores demostraron que el total de tirosol (suma del libre 2 umol y el combinado 16 umol)
permanecié constante (27 pumol) después del hervido y que la suma total de tirosol fue mas alta
en el agua de coccion (7 pumol mas alto) que en el aceite de partida ya que no fueron
cuantificados los compuestos andlogos de este fenol como el Acetato de tirosol (Rovellini y

Cortessi, 2002).

Este mismo fendmeno fue observado en el caso del hidroxitirosol y sus formas derivadas, pero
en este caso la cantidad total de hidroxitirosol en el agua del hervido (68 umol) si fue la misma
que la suma de las cantidades de hidroxitirosol libre y combinado [4-(acetoxietil)-1,2
dihidroxibenzeno) en el aceite crudo; siendo las formas combinadas la forma dialdehidica del

acido elendlico y la aglicona de la oleuopeina.
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3.2.2. Compuestos fendlicos exclusivos de las verduras y hortalizas.

e Acido clorogénico

La concentracion cuantificada en el AOVE recuperado de la fritura de la berenjena (0,04 ug/g
m.h.) y la del agua de coccién de la berenjena (26,43 pg/g m.h.) conformaron los limites del

rango de los valores del acido clorogénico (Tablas 3.2-1,-2,-3,-4,-5,-6,-7y-8).

Los valores se agruparon segun la magnitud de las concentraciones en patrones que coincidieron
con la fraccién analizada en los experimentos de cada bloque (cada hortaliza): En la hortaliza
cruda y procesada se encontraron las concentraciones de medias, en el agua los mas altos del
estudio y en el AOVE se detectd solo en dos casos aislados. Las concentraciones del acido
clorogénico cuantificadas en las fracciones de la berenjena fueron excepcionalmente altas en

este estudio y también respecto a todos los fenoles analizados (Fig. 3.2-5).

No hemos cuantificado acido clorogénico en el AOVE crudo, pero si en todas las hortalizas
crudas, con una concentracion de 0,19 pg/g m.h. en la patata, de 0,08 ug/g m.h. en la calabaza,
de 0,08 pg/g m.h. en el tomate y de 1,32 pug/g m.h. en la berenjena. Los valores cuantificados
fueron inferiores a los encontrados por varios autores. En el tomate se han referido valores que
fluctdan entre 0,36 a 0,46 pg/g m.h. (Vallverdu- Queralt et al., 2011a), en la berenjena es el fenol
mayoritario con concentraciones entre 6 y 196 ug/g m.h. (Oviasogie, Okoro, and Ndiokwere,
2009;Lo Scalzo et al., 2010; Raigdn, and Prohens. 2010.; Luthria, 2012), también lo es en la

patata con concentraciones de 7,5 ug/g m.h. (Bellail et al., 2012).

Aquellas técnicas culinarias que utilizan AOVE como medio de transferencia de calor (fritura y
rehogado) han provocado un aumento considerable en las concentraciones de acido clorogénico
en patata, tomate y especialmente en la berenjena con diferencias estadisticas significativas (p <
0,05) respecto a las hortalizas en crudo. Tan solo en la patata no se han encontrado diferencias
estadisticas significativas (p > 0,05) en cuanto al contenido de este fenol entre la hortaliza frita y
la rehogada (Fig. 3.2-5 ). No obstante, la fritura aparece como la técnica culinaria que mayor
incremento provoca en el contenido en 4acido clorogénico, por encima del rehogado. De
corroborarse este efecto, la fritura podria ser considerada como mejora del proceso de cocinado
en cuanto a la retencion del fenol; sin embargo conlleva un incremento de la densidad caldrica

del alimento por la cantidad de aceite incorporado.
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La tendencia al incremento o mantenimiento de las concentraciones de acido clorogénico
durante la aplicacidn de técnicas que utilizan aceite como medio de transferencia de calor
coincide con lo aportado por otros investigadores. Por ejemplo, durante el salteado de brotes de
bambu (Zhang et al., 2011) o patatas “Baby” con aceite de canola prensado en frio se describe
un incremento en los fenoles totales, pero especialmente acentuado en las concentraciones de
acido clorogénico (Navarre et al., 2010). Hay hallazgos semejantes relacionados con la evolucién
del acido clorogénico durante la elaboracién doméstica referidos por Kalogeropoulos et al.
(2007) quien encontrd buena retencidn durante la fritura en superficie de patatas, pimientos y

calabacines, pero una reduccion de este fenol en las berenjenas.

A pesar de que ambas técnicas con AOVE incrementan la concentracién del fenol en estudio,
como se dijo antes, el rehogado lo hace con menor intensidad. Kalogeropoulous et al. (2007) en
el mismo trabajo con fritura en superficie referido en el parrafo anterior, postula que Ia
oxidacién que experimentan estos fenoles al no estar el alimento totalmente sumergido en el
aceite (como sucede en el rehogado respecto a la fritura) podria ser la causa de la reduccién del
contenido de fenoles totales durante las técnicas en superficie, y en particular del acido

clorogénico.

Saguy and Dana, 2003 y Rodriguez et al., 2007, han sefialado que, en comparacion con la fritura
por inmersiéon, durante la fritura en superficie (en cierto modo semejante al rehogado) existe
una mayor relacidon superficie-volumen, que conlleva el contacto de una mayor area del
alimento y la grasa de fritura con el oxigeno, lo que favorece una elevada tasa de pérdida de
antioxidantes por efecto de la oxidacidn, ya que una propiedad importante del oxigeno es que es

mas soluble en aceite que en agua (Jacobsen et al. 2008).

También estd establecido que la temperatura ocasiona cambios en el contenido de fenoles de
las hortalizas durante la fritura (Ruiz-Rodriguez et al. 2008). Durante los experimentos que
fueron realizados en esta investigacion, es mas factible atribuir la baja magnitud de los
incrementos cuantificados en el rehogado a la degradacién termohidrolitica o la participacion en
la sintesis de flavonas, que a la pérdida de estos compuestos por lixiviacion de fenoles desde la
hortaliza hacia el aceite, porque la migracion hacia medios polares, no se da espontaneamente

cuando se trata de sustancias hidrosolubles (Fillion and Henry 1998).
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La degradacién del 4cido clorogénico se ha observado incluso en condiciones de
almacenamiento a -4°C durante cincuenta y seis dias. Se han cuantificado reducciones en el
contenido de acido clorogénico de 4,4 a 3,5-3,8 ug/100g m.h. en productos a base de tomate,
sefialando como causa posible, la oxidacién del acido clorogénico a O-quinonas reactivas
catalizadas por la peroxidasa (Odriozola-Serrano et al. 2009), o también por biosintesis de
flavonoles (rutina, quercetina, kaempferol) a partir del fenol que nos ocupa a través del
metabolismo fenilpropanoide mediado por la Fenilalanin Amonia Liasa (Ordiozola-Serano et al.,
2009b). Sin embargo, la contribucién de estos mecanismos no seria posible bajo las condiciones
de temperatura mantenidas durante este estudio porque superaron las temperaturas de

inactivacion de las enzimas referidas, que ronda entre los 70 y 80°C (Fennema, 2000).

En cuanto a los incrementos en las hortalizas fritas, el aceite no contribuyd al aumento de la
concentracion final de acido clorogénico, pues ese fenol no estuvo presente en el AOVE crudo
(Tablas 3.2.-1, -3, -5, -7). Por lo tanto, este incremento que experimentan las hortalizas (con
excepcion de la calabaza) en el contenido en acido clorogénico tras la fritura o el rehogado pude

deberse a:

a) Un efecto de concentracion del contenido de fenoles en la matriz alimentaria a causa de la
eliminacion de humedad que ha sido referido en apartados anteriores (C. de Sa and

Rodriguez-Amaya, 2004; Provesi, Dias and Amante, 2011).

b) Un aumento de la recuperacion de estos compuestos tras el cocinado (Rajarathnam, 2013). El
cocinado incrementa la disponibilidad (Navarre et al., 2010) de los fenoles a causa de la
ruptura o reblandecimiento de las paredes celulares rigidas y otros constituyentes de las
células vegetales (vacuolas y apoplasto), asi como la descomposicion de los compuestos
fendlicos ligados a la fibra (celulosa y pectina) (Rakic et al. 2007), incrementando la
concentracién de fenoles accesibles respecto a la hortaliza cruda (Stewart et al., 2000; Oboh,
Raddatz y Henle, 2008). En algunas ocasiones la concentraciéon de fenoles individuales
pueden incrementar por lisis de las estructuras supramoleculares al romper los enlaces
glicosidicos entre los fenoles y el azlicar (Bunea et al.and 2008). Este es quiza el mecanismo

principal en el incremento de las concentraciones de fenoles (Kalt 2005).
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El mecanismo expuesto fue presentado por Blessington et al. (2010) para explicar las variaciones
de fitonutrientes causadas por diferentes métodos de cocinado, como el horneado, hervido,
fritura y horneado en microondas. En donde el contenido de fenoles totales no mostrd ninguna
diferencia entre patatas crudas y hervidas pero fue superior en la fritura y el horneado en
microondas. También ha sido propuesto para el caso de las variaciones observadas en hojas

verdes, brotes de bambu (Zhang et al., 2011) y alcachofas (Lutz, Henriquez y Escobar, 2011).

En cuanto a las técnicas culinarias que utilizan agua como medio de transferencia de calor, en
general, la coccidén en agua o en AA conservan practicamente igual las concentraciones en acido
clorogénico de la patata, calabaza y tomate respecto a la hortaliza en crudo ( p > 0,05) y en
cambio, provoca un incremento importante en la concentracion de este fenol respecto a la
berenjena en crudo incluso con diferencias estadisticas significativas (p < 0,05), tanto en la
berenjena cocida en agua como en la berenjena cocida mediante AA. Estos resultados coinciden
con los obtenidos por Mulinacci et al. (2004) en ciertas hortalizas hervidas y que atribuyeron a
eventos de isomerizacion e hidrélisis, que dieron lugar a una redistribucion sustancial de acidos

fendlicos debido a la transesterificacion (Lutz, Henriquez y Escobar, 2011).

El agua de coccidon de ambas técnicas de hervido se enriquecié en este fenol en todos los casosy
con diferencias estadisticas significativas respecto a las hortalizas crudas (p <0,05),
especialmente el agua de hervido de la berenjena. Por tanto, de utilizar el hervido en agua o en
AA deberia de consumirse la propia agua de hervir las verduras a fin de evitar las pérdidas en
acido clorogénico. Aunque los fenoles (entre ellos el acido clorogénico) tienen cierta actividad en
las interfaces agua - aceite como resultado de contar en su estructura con oxigeno y fracciones
hidrocarbonadas (Wilailuk et al, 2007), no es lo suficientemente fuerte porque contienen otros
grupos funcionales como los acidos carboxilicos que los hacen altamente hidrosolubles. Por ello
seria plausible sospechar que, en una mezcla de varias fases, lldmense agua, alimento y/o AOVE,

los fenoles migraran con mayor intensidad hacia el medio mas polar de la mezcla.

Durante los procesos térmicos, la destruccidn de la matriz alimentaria causa un incremento en la
extraccion de los compuestos fendlicos y con ello una mayor disponibilidad de estas sustancias
gue son difundidas hacia el agua de coccién en el caso del hervido (Navarre et al., 2010). La
capacidad térmica del agua favorece una menor destruccién de las sustancias funcionales, por
esa razon, en este estudio, las concentraciones de acido clorogénico llegaron a tomar valores

mas altos aun que los del alimento procesado en ella.
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Figura 3.2-5. Concentracion de acido clorogénico en las fracciones de hortaliza, AOVE y agua

obtenidas en crudo y tras la aplicacién de cuatro técnicas culinarias (n = 3).
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En el AOVE se encontré un incremento aislado en el aceite de fritura del tomate y de la
berenjena, que tendria que ser confirmado ya que no es un fenol que haya sido detectado en el
AOVE crudo y la alta solubilidad en agua del acido clorogénico no es compatible con la

posibilidad de que la molécula entrara por difusién desde la hortaliza en el AOVE.

Se ha observado que el agua de coccidn de setas contiene entre el 70 a 85 % de los fenoles
totales perdidos de las muestras cocinadas, ya que como se ha dicho antes, son compuestos
solubles en agua (Kim et al.,, 2008; Sun et al., 2011). También fueron reportadas pérdidas
nutricionales en patatas enlatadas, pero invariablemente, la pérdida fue debida a la lixiviacidon en

el medio de cobertura y los nutrientes pudieron ser recuperados de él (Rajarathnam, 2013).

e Rutina

La rutina es el flavonoide mayoritario en los tomates y se presenta exclusivamente en la forma
conjugada (95 %) como quercertin 3-ramnosil-glucdsido (Toor, Lister and Savage, 2005). En los
frutos crudos se encuentra en concentraciones que oscilan entre 0.79 a 21.80 pg/g m.h. (Toor,

Lister and Savage, et al., 2005; Vallverdu-Queralt, et al., 2011a)

La rutina solo se cuantificé en los ensayos con tomate en las muestras de las fracciones de
hortaliza tanto cruda como cocinada y en el agua de los ensayos de coccidon (Tablas 3.2-5 y -6).
Por el contrario no se detectd en el AOVE crudo ni en el que tomd parte tras los tratamientos

culinarios (Fig. 3.2-6).

La hortaliza cruda mostré una concentracion de 0,18 pg/g m.h., que no fue estadisticamente
diferente a la cuantificada en el rehogado (0,19 pg/g m.h.). En el tomate frito aumentd
considerablemente (0,35 pg/g m.h.) y en el cocido la concentracion de la fraccion de hortaliza
disminuyd (0,15 pg/g m.h.) de forma paralela al incremento en el agua de coccién (1,04 ug/g
m.h.). Si bien, la fritura y el rehogado provocan un aumento en las concentraciones de rutina,
tan solo se han observado diferencias estadisticas significativas (p < 0,05) entre el tomate frito y
el tomate crudo. Blesington, (2010) observé un incremento del contenido de rutina en muestras
de arracacha cocinadas por horneado, fritura y horneado en microondas respecto a las muestras
crudas. La degradacién de la rutina es inhibida casi en su totalidad a 100°C en presencia del
acido clorogénico. Murakami, et al. (2004) informd que el acido clorogénico protege a la rutina

de la descomposicidn pues el primero se degrada mas facilmente por ser un éster.
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En cuanto a las técnicas culinarias que utilizan agua como medio de transferencia de calor, ésta
se enriquece significativamente en rutina habiéndose encontrado valores de significativamente
mas altos (p < 0,05) respecto a las otras técnicas de cocinado. Estos valores no concuerdan con
los encontrados en bibliografia por otros autores en donde se obtiene una disminucién de las
concentraciones de rutina durante el almacenamiento de productos a base de tomate a -4°C,
con una disminucién entre 7,2 a 10,6 % en Ketchup, de 10,3 a 12,2 % en zumo y en gazpacho

(Vallverdu-Queralt et al., 2011a; 2011b, 2012).

La rutina junto con otros fenoles se degrada gradualmente durante el hervido de patatas a 100°C
y mucho mas rdpido a 180°C. En experimentos con nabos también se encontré una elevada
pérdida de flavonoides que ascendidé a 64 % en el hervido convencional y 67 % en la coccidén a

presion (Francisco et al., 2010).
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Figura 3.2-6. Concentracion de rutina en las fracciones de tomate, AOVE y agua obtenidas en

crudo y tras la aplicacion de cuatro técnicas culinarias (n = 3).

De entre los flavonoides, la rutina presenta mayor estabilidad frente a la degradacion oxidativa
qgue, por ejemplo, la quercetina. Durante el procesamiento térmico los flavonoides capturan
especies reactivas de oxigeno, que derivan en la formacion de estructuras quinonoides, y que a
su vez dan lugar a la formacién de quinonas. En el caso de la rutina, el grupo 3-hidroxi en el
anillo C del flavonoide se encuentra bloqueado por una molécula de azicar dando como

resultado una mayor estabilidad frente a los procesos degradativos (Makris and Rossiter, 2000).
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El enriquecimiento del agua de coccién como resultado de la lixiviacion ha sido observado en el
caso de las concentraciones de fenoles totales, sin embargo la tendencia de cada fenol puede

ser variable (Podsedek, 2007).

En general, las hortalizas procesadas con aceite mostraron incrementos en las concentraciones,
mientras que los procedimientos que incluyeron agua redujeron la cantidad de rutina. En todos
los casos se dio un efecto de incremento de la disponibilidad de esta molécula por degradacion
de la estructura celular y liberacidn de fenoles ligados y otros fenémenos asociados que han sido
ampliamente discutidos en secciones anteriores. En los tratamientos con aceite hubo un
incremento de concentracién por: a) la retencién de dichos fenoles en conjunto con, b) el efecto
de concentracién de solutos por pérdida de humedad y c¢) ausencia de lixiviacidon hacia el aceite

(no se cuantifico rutina en AOVE).

En las técnicas culinarias que incluyeron agua también se presentaron varios fenédmenos: a)
lixiviacién desde la hortaliza hacia el agua dando origen al enriquecimiento observado del agua
de coccion, b) una mayor disponibilidad por desestructuracion celular, c) hidrélisis de los fenoles
ligados a la fibra, que redundaron (b y c) en una mayor concentracidon en el agua de coccion
respecto a la hortaliza cocida. Y finalmente, también se presentd, d) la degradacién de los
fenoles liberados acarreando con ello la reduccién de las concentraciones en la hortaliza una vez

cocida, y hasta desaparecer en el agua y la hortaliza cocida AA.

e Acido hidroxibenzéico

El acido 4-hidroxibenzdico es considerado como fenol a pesar de que carece de un grupo
hidroxilo, con frecuencia se le encuentra en vegetales porque es uno de los componentes de la
lignina; por lo tanto puede derivar, al menos parcialmente, de la degradacion de ciertas zonas
lignificadas de las plantas (huesos, tegumentos de las semillas, etc.) como resultado del
procesamiento (Macheix et al., 1990). Su metabolismo y la evaluacién de la inocuidad han sido

referidos por Tremblay and Qureshi (1993) con anterioridad.

El acido hidroxibenzdico no se ha cuantificado ni en el AOVE crudo, ni en el procedente de la
fritura de las hortalizas. Por el contrario ha sido cuantificado en todas las hortalizas crudas
estudiadas, aunque no se han encontrado diferencias estadisticas significativas (p > 0,05) entre

ellas en cuanto al contenido en este fenol. Estos valores coinciden con los referidos por diversos
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investigadores que le han encontrado en frutas como la fresa y grosella, en donde abunda, con
concentraciones entre 0,05 a 15 mg/Kg m.h., pero, con la excepcidn de estos frutos y de algunas
hierbas, especias, té verde y té negro, los contenidos son bajos (Tomas-Barberan and Clifford,
2000). Este compuesto no ha sido exhaustivamente estudiado y en la actualidad no se le

considera de gran interés nutricional (Manach et al., 2004).

Nosotros hemos encontrado que, en general, las técnicas que utilizan aceite como medio de
transferencia de calor apenas producen un incremento en las concentraciones de acido
hidroxibenzoico entre las hortalizas fritas y rehogadas y las hortalizas crudas. Los mayores
incrementos se producen en aquellas técnicas que utilizan agua como medio de transferencia de
calor, resultando especialmente enriquecida el agua tras la coccién de berenjena, patata y
calabaza, tanto cuando se realiza en agua como en AA, y con diferencias estadisticas (p <0,05)

respecto a la fritura y el rehogado (Fig. 3.2-7).

e Acido dihidroxibenzéico

El 4cido dihidroxibenzéico o protocatequico es un glucésido del acido 4-hidroxibenzéico vy, junto
con éste, es uno de los constituyentes de la lignina. Puede detectarse como un acido libre en
algunas frutas o después de ser liberado durante el procesamiento de frutas y verduras, aunque

como regla general se presenta en forma de conjugados (Tomds-Barbera and Clifford, 2000).

Fue clasificado en el grupo de compuestos fendlicos exclusivos de las verduras y hortalizas por
no haber sido detectado en el aceite crudo en los experimentos de tres de las cuatro hortalizas

estudiadas.

En esos tres bloques de ensayos se repitié la tendencia de reparto de fenoles exclusivos de las
hortalizas expuesto para el caso del clorogénico y la rutina Pero, al haberlo cuantificado en el
AOVE crudo del bloque de experimentos con tomate (también es un fenol propio del AOVE)
(Boskou, 2004) y estar ausente en la hortaliza cruda, era predecible que, en ese bloque
especifico de ensayos con este vegetal, la dindmica de intercambio del fenol fuera la misma que

se expuso para los fenoles exclusivos del AOVE en la seccion 3.2.1.
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Figura 3.2-7. Concentracion de acido hidroxibenzoico en las fracciones de hortaliza, AOVE y

agua obtenidas en crudo y tras la aplicacidn de cuatro técnicas culinarias (n = 3).
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El contenido de 4cido dihidroxibenzoico en las plantas comestibles generalmente es muy bajo,
con la excepcidn de algunos alimentos que son fuente importante como el rdbano negro o los
frutos rojos, en donde se han reportado concentraciones entre 3 — 68 mg/Kg m.h. (Manach et
al., 2004). De hecho y como se puede observar en la Fig. 3.2-8, las concentraciones del acido
dihidroxibenzoico en las muestras de hortalizas estudiadas por nosotros son muy bajas y con

valores que oscilan entre los 0,134 pg/g m.h.de la berenjena y los 0,19 pg/g m.h. de la calabaza.

El acido dihidroxibenzoico sigue un comportamiento muy similar al acido hidroxibenzédico. La
fritura y el rehogado aumentan ligeramente la concentracidn inicial de este fenol en las
hortalizas objeto de nuestro estudio. Aunque los mayores incrementos en la concentracién y con
diferencias estadisticas significativas (p < 0,05) se producen al cocinar las hortalizas usando el
agua como medio de transferencia de calor. Ahora bien, no es la hortaliza la que se enriquece en
acido dihidroxibenzoico, sino la propia agua de coccién de la misma. Este hecho resulta muy
significativo ya que el agua de coccidn de las hortalizas deberd ser consumida a fin de no
desperdiciar el contenido en acido dihidroxibenzoico o en cualquiera de los fenoles de este

apartado.

Hay que tener en cuenta que, durante el andlisis por HPLC de un extracto de canela se refirid
que el 4cido gentisico (4cido 2,5-dihidroxibenzdico) eluyé junto con el dihidroxifenilacético. Este,
es un factor que puede provocar la sobreestimacion de ambos acidos (Variyar and

Bandyopadhyay, 1995).

Aunque el acido gentisico es poco comun, se ha encontrado en los frutos de solandceas como el
tomate, berenjena y el pimiento, también se le detecta en cucurbitdceas como el melén y
pepino (Belitz and Grosch, 1987). En nuestra investigaciéon se trabajé con tres solanaceas
(tomate, berenjena y patata) y una cucurbitacea (calabaza), por ello este evento se plantea

como una posibilidad mas que como un hecho.

203



Resultados y Discusidn

08 1 Patata
0,6 -

0,4 -

o e e

1,2 A

Berenjena

0,6 -

0,3

Tomate

0,4 -

0,2 -

Concentracion (pg/g m. h.)

0,8 A
Calabaza

04 -

Crudo
Fritura
Rehogado
Coccién
Coc AA

Técnica Culinaria
Crudo s AGUQ e Calab. e AOVE Patata = TOMate = Bereng.

Cocinado @ Agua @ Calab. [ AOVE [ Patata [ Tomate [l Bereng.
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agua obtenidas en crudo y tras la aplicacidn de cuatro técnicas culinarias (n = 3).
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e Acido hidroxifenilacético

Este fenol sigue una tendencia parecida a los fenoles estudiados en este apartado. No se ha
detectado en el AOVE crudo y si en las hortalizas, con una concentracién media que oscila entre
los 0,201 pg /m.h. en la patata y 0,468 pg/g m.h. en la calabaza. En general la fritura y el
rehogado aumentan ligeramente el contenido en este fenol siendo especialmente importante
este incremento en el tomate y calabaza, con unos valores de p < 0,05 estadisticamente

significativos respecto a las concentraciones que presentan ambas hortalizas crudas.

En las técnicas culinarias de coccién en agua (Fig. 3.2-9) el comportamiento de las hortalizas es
muy diferente. Mientras que la coccidn tanto en agua como en AA incrementa el contenido en
este fenol en la calabaza y con diferencias estadisticas significativas (p < 0,05) respecto a la
hortaliza cruda, en el tomate cocido se produce una disminucién en la concentracidén aunque no
resulta estadisticamente significativa. Por su parte, la berenjena cocida no experimenta cambios
importantes en la concentracion de acido hidroxifenilacético respecto a la berenjena cruda; y en

la patata, tanto cocida en agua como cocida en AA, no se detect6 este fenol.

Como sucede con el resto de los fenoles de este apartado, el agua de coccién resulta
especialmente enriquecida en este fenol sobre todo cuando se cuece calabaza, tomate vy
berenjena y con valores significativamente superiores (p < 0,05) a los encontrados en las

hortalizas crudas.
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3.2.3. Compuestos fenodlicos de presencia tanto en aceite de oliva virgen extra como

en hortalizas.

e o0-Vanillina

Este fenol forma parte de la fraccién no polar del aceite de oliva virgen extra; también se le
encuentra en la cascara de la patata, en resinas aromaticas y en plantas de la medicina oriental
(Cordano et al., 2002). Asimismo fue detectado en todas las hortalizas crudas analizadas por
nosotros con valores medios de 0,14 pg/g m.h. para calabaza, berenjena y tomate hasta 1,70

ug/g m.h. en la patata (Tabla 3.2-1, -2, -3, -4, -5, -6, -7 y -8).

En las muestras de hortaliza, la tendencia de las concentraciones tras la aplicacidon de los
tratamientos culinarios varia dependiendo de la misma. (Fig. 3.2-9). Mientras que la fritura del
tomate produce aumentos estadisticamente significativos (p < 0,05) respecto a la hortaliza
cruda, en la berenjena y calabaza, hay una tendencia a la disminucidn en la concentracion de
este fenol, sin significancia estadistica. En cuanto a la patata, existen diferencias estadisticas
significativas (p < 0,05) entre las muestras en crudo y la patata frita con una disminucién notable
en el contenido de o-vanillina tras la aplicacién de la fritura. Por su parte, el rehogado produce
efectos contrarios a la fritura en el caso de las berenjenas y de la patata, con variaciones

estadisticamente significativas (p < 0,05) respecto a las mismas hortalizas crudas.

De los experimentos de fritura en superficie realizados por Kalogeroupolous, et al. (2007), no se
desprendieron incrementos generalizados de la concentracion de vanillina en las cuatro
hortalizas que ensayé en dos modalidades (rebozadas y sin rebozar en mezcla de harina y agua),
a pesar de que el AOVE crudo si lo presentd. Esta tendencia es opuesta a los incrementos de la

concentracion de o-vanillina encontrados durante la fritura y el rehogado de este trabajo.

No se puede descartar la posibilidad de que las hortalizas que aqui se incluyeron hayan
incorporado la o-vanillina contenida en el AOVE crudo, pues en la seccién 3.2.1 (Compuestos
fendlicos exclusivos del aceite de oliva virgen extra) se ha probado que siempre existe migracién
de fenoles durante la fritura desde el aceite hacia la hortaliza y se ha hecho la consideracién de
qgue, la magnitud del incremento estara limitado por la estabilidad térmica del fenol y por su

habilidad como antioxidante.
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Sin embargo, al haberse presentado este compuesto en las hortalizas crudas, también tuvieron
lugar, simultaneamente, los fendmenos asociados con el reparto de fenoles expuestos en la
seccion 3.2.2 (Compuestos fendlicos exclusivos de las verduras y hortalizas), es decir, un
incremento de las concentraciones por una mayor disponibilidad de sus propios fenoles debido a
la lisis de estructuras celulares, por hidrdlisis de los fenoles ligados a la fibra (Nackz and Shahidi,
2004), y/o por un efecto de concentracién de solutos originado de la pérdida de humedad

caracteristica de la fritura.

En el caso de fenoles presentes tanto en el aceite como en la hortaliza cruda que nos ocupa
ahora, se puede postular: que las concentraciones finales en las hortalizas son el resultado de
una combinacion de factores que incluyen tanto el efecto de incremento (absorcion, mayor
disponibilidad, concentracion), como un efecto de reduccidn (termohidrdlisis isomerizacion y la
oxidacion), que serd mas acentuado cuanto mas escaso y menos estable sea el compuesto
(Takenaka et al., 2006). Cuando el efecto de hidrélisis, isomerizacion y oxidacion iguala el de

incremento, entonces las concentraciones se mantendran sin cambio aparente.

Al utilizar agua como medio de transferencia de calor, el contenido en o-vainillina de las
verduras apenas se modifica, con excepcién de la patata y berenjena que experimentan una
disminucién tras el hervido, especialmente en el sistema AA con un nivel de significancia de p <
0,05. Para estas verduras, el agua de coccion se enriquece significativamente en este fenol.
Mucho se ha argumentado en la bibliografia cientifica que analiza los efectos del cocinado
domeéstico en relacion al efecto negativo del hervido sobre los compuestos polifendlicos (Danesi
and Bordoni, 2008), toda vez que se considera el uso exclusivo de la hortaliza cocida en la

alimentacion humana y se asume el desperdicio del agua de coccidn.

Es conveniente que el item se analice desde un punto de vista integral en donde se considere el
liguido como parte del alimento, pues, es en éste, es donde se encuentra un alto porcentaje no
solo de los fenoles solubles nativos del alimento crudo, sino también de los fenoles
originalmente ligados a la estructura celular (Nguyen, Nagasaka and Ohshima, 2012), con la
ventaja de poseer como valor anadido, mayor accesibilidad a los fenoles inicialmente
inaccesibles para su absorcidn en el tracto intestinal, y ademas sin la excesiva carga caldrica que

aporta la grasa absorbida por los alimentos fritos.
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Figura 3.2-9. Concentraciéon de o-vanillina en las fracciones de hortaliza, AOVE y agua obtenidas

en crudo y tras la aplicacién de cuatro técnicas culinarias (n =3).
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En cuanto al aceite recuperado de los ensayos, es el rehogado la técnica culinaria que mayores
modificaciones produce en la concentracién inicial de o-vainillina. La tendencia es provocar una
disminucién con diferencias estadisticas significativas (p < 0,05) en todas las hortalizas, excepto
en el tomate. Para esta hortaliza, el aceite procedente de su rehogado experimenta una
ganancia estadisticamente significativa (p < 0,05) en la concentracién de este fenol con relacion

al que tenia el aceite de partida.

e Acido caféico

El acido caféico puede considerarse como un representante comun de los fenoles simples en los
vegetales (Lutz, Henriquez y Escobar, 2011). Es un compuesto del grupo de los Aacidos
hidroxicinamicos, junto con el acido clorogénico y ferdlico, y en conjunto, son objeto de mucho
interés porque contribuyen con una proporcién significativa del total de fenoles ingeridos en una
dieta normal, amén de ser absorbidos inmediatamente en el tracto digestivo (Vallverdd-Queralt

et al., 2010; 2011a). Pueden presentarse en forma de ésteres simples.

La concentracion maxima de acido caféico fue de 0,11 pug/g m.h. y la mas baja de 0,01 ug/g m.h.,
estos valores fueron cuantificadas, en el agua de coccién AA de la berenjena y en el AOVE

recuperado de la fritura de la patata, respectivamente (Tablas 3.2-1, -2, -3, -4, -5, -6, -7 y -8).

Este fenol fue detectado en todos los alimentos crudos y en el AOVE. En el tomate con 0,03 pug/g
m.h., calabaza 0,02 pg/g m.h., berenjena 0,01 pg/g m.h., patata 0,02 y en el AOVE de los cuatro

lotes con una concentracion de 0,01 pg/g m.h., (Fig. 3.2-10).

Valverdu-Queralt et al. (2011b) reporté concentraciones inferiores a a 1 pg/g en diversos
cultivares de tomate y de 1,39 a 13 pg/g m.h. en productos derivados como gazpachos
(Vallverdi-Queralt et al., 2012). En cultivares de patata el contenido varié 2,59 y 42,24 mg/100g
m.s. (aproximadamente a 4,24 mg/Kg m.h.) y fue el de menor concentracién de entre todos los
fenoles (Bellail et al., 2012). En el AOVE se ha detectado en concentraciones 145 ug/l en aceite

picual (Carrasco-Pancorbo et al., 2004) y de 0,01 mg/100g (Kalogeropoulos et al., 2007).
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En general, la fritura y el rehogado provocan un aumento en la concentracién inicial de acido
cafeico de las hortalizas estudiadas, siendo especialmente significativo (p < 0,05) para el tomate
y la berenjena. Los resultados obtenidos por otros autores concuerdan con los incrementos
encontrados en las hortalizas tras la aplicacién de la fritura y el rehogado en este estudio. Por
ejemplo Bellail et al. (2012) refiri6 un incremento significativo de los acidos fendlicos
individuales en patatas de 14 variedades, que fue superior en la fritura respecto al horneado,

hervido y horneado en microondas.

En relaciéon a la coccion en agua, tras el cocinado, la reduccién de la concentracién fue
significativa desde el punto de vista estadistico (p < 0,05) en el tomate, pero no lo fue (p > 0,05)
en la patata ni en la calabaza, por lo que se asumiod que en estas dos hortalizas, se mantuvieron
sin cambio el contenido de este compuesto, respecto al valor cuantificado en la hortaliza sin
procesar. Solo en la berenjena se observé un valor mas alto (0,02 pg/g m.h.) y la diferencia,

ademas, si fue estadisticamente significativa (p < 0,05).

En las fracciones de hortalizas cocidas en medio AA, este fenol fue eliminado por completo del
tomate. Las concentraciones se mantuvieron sin cambio por ausencia de diferencias estadisticas
significativas en la berenjena y la patata (0,16pg/g m.h.) y aumentaron significativamente (p <

0,05) en la fraccién de calabaza.

Algunos casos de incrementos de la concentracion de acido caféico con el hervido son el
reportado por Lutz, Henriquez y Escobar (2011) en alcachofas, con incrementos de entre 2 a 4
veces la concentracion original, o el encontrado por Das et al. (2011) en berenjenas hervidas (2,6
veces), aunque Lo Scalzo et al., (2010) menciond, que en su caso, las berenjenas hervidas
mostraron un valor semejante al de las muestras crudas como resultado de la descomposicion

parcial del acido caféico.

Por el contrario Pedreschi et al. (2011) cuantificd una reduccién de este fenol en tubérculos de
arracacha, y Tudela et al. (2002) encontrd en patatas que, solo la mitad del acido caféico y sus
derivativos fueron retenidos después de la coccidn al vapor, y que solo un tercio de la cantidad

original fue detectada en el producto hervido.
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En el AOVE incluido en los ensayos, fue mds frecuente encontrar concentraciones menores que
en el aceite crudo después de la aplicacién de las técnicas culinarias. En el aceite recuperado de
la fritura, las concentraciones se redujeron de manera estadisticamente significativa respecto al
contenido de este fenol en el aceite crudo en el caso de la patata, desapareciendo por completo
en el caso de la berenjena. Se mantuvo constante en el aceite de la fritura con tomate y hubo un

incremento excepcional y significativo en el procesamiento de la calabaza.
Nuevamente, el agua resulté enriquecida en las dos técnicas de cocinado en las que se utiliza

como medio de transferencia de calor (coccidn en agua y coccién AA), exceptuando el agua de

coccion de la patata del sistema AA en donde no fue detectado (Fig. 3.2-10).

e Acido o-cumdrico

Este compuesto pertenece al grupo de acidos fendlicos, se constituye como uno de los derivados
del acido cindmico junto con el acido caféico, p-cumdrico, ferulico, cindmico y sindpico

(Carrasco-Pancorbo et al., 2005; Boskou, 2009).

Las concentraciones del acido o-cumadrico se mantuvieron en el rango establecido entre el
minimo valor cuantificado en el AOVE del rehogado del tomate (0,01 pug/g m.h.) y el maximo del
agua de coccién de la patata (0,63 pg/g m.h.) Se detectd en todas las hortalizas y en el AOVE
crudo de los cuatro lotes (Tablas 3.2-1, -2, -3, -4, -5, -6, -7 y -8).

Patata y tomate siguen la misma tendencia frente a la fritura y el rehogado. Ambas técnicas
culinarias aumentan significativamente (p < 0,05) la concentracién en 4cido o-cumarico de estas
dos verduras respecto a las verduras crudas. En cuanto a la calabaza, la fritura provoca un
aumento en su contenido inicial, con un valor de p < 0,05, mientras que el rehogado no afecta
practicamente al contenido inicial que tiene esta verdura en este fenol. En cuanto a la
berenjena, la fritura la mantiene sin cambios significativos (p > 0,05) y el rehogado tiende a

incrementar significativamente el contenido inicial de la verdura cruda.
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En la coccidn por las dos modalidades, cocciéon en agua y coccidn AA, la tendencia fue a
conservar o reducir el contenido de acido o-cumarico (Fig. 3.2-11). No fueron significativas (p >
0,05) las reducciones ocasionadas por la coccidn respecto al contenido de la hortaliza cruda en
la berenjena y el tomate, ni el incremento en la calabaza, pero si lo fue la reduccién observada
en la patata (p < 0,05). En la coccién AA solo fue estadisticamente significativo el incremento
determinado en la patata (p < 0,05), mientras que las reducciones en el resto de hortalizas no

fueron significativas estadisticamente (p > 0,05).

En el AOVE recuperado de la cocciéon AA, fritura y rehogado del tomate y la patata, se
mantuvieron las concentraciones pues los cambios, que consistieron bdsicamente en
reducciones, no fueron significativos. Solo en el blogque de ensayos con berenjena y calabaza
hubo reducciones significativas (p < 0,05), hasta niveles muy bajos en el AOVE recuperado de la
fritura y en el aceite recuperado de la coccién AA o hasta la completa eliminacién en el aceite

obtenido del rehogado.

El agua resultd enriquecida en los ensayos de coccién AA de las cuatro hortalizas con
concentraciones de 0,14 pg/g m.h. en patata, 0,11 pg/g m.h. en berenjena, 0,25 pg/g m.h. en
calabaza y 0,12 pug/g m.h. en tomate. También se enriquecio en la coccidén del tomate (0,1 ug/g
m.h.), calabaza (0,49 pg/g m.h.) y patata (0,63 pg/g m.h.). En este caso, los niveles de acido o-
cumidrico del agua de coccién por las dos modalidades fueron los mas altos de entre todas las

fracciones del estudio (Fig. 3.2-11).

e Acido siringico

Es un 4cido fendlico del grupo de derivados del acido Benzdico junto con los acidos galico,
gentisico, benzoico, vanillico, protocatéquico e hidroxibenzdico (Carrasco-Pancorbo et al., 2005).
El acido siringico también se origina, al menos parcialmente, de la degradacion de la lignina
Tomas-Barberan and Clifford, 2000), generalmente el contenido de este compuesto es bajo con
la excepcidn de algunas hierbas y especias, por ejemplo, en los clavos de olor se han reportado
contenidos de 8mg/kg vy, tras la irradiacion, llega a duplicar esta cantidad (Variyar and
Bandyopadhayay, 1995), también se le encuentra en menor concentracion en la céscara de la

patata.
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En las hortalizas en crudo sin procesar se cuantificé un contenido de 0,02 pg/g m.h. en la patata,
berenjena y calabaza y en el tomate no hubo contenido detectable de acido siringico. En los
cuatro lotes de AOVE crudo se cuantificaron concentraciones de este fenol, dos de ellos con una
concentracién de 0,02 pg/g m.h. y de 0,01 pug/g m.h. en los dos restantes (Tablas 3.2-1, -2, -3, -4,
-5,-6,-7y -8).

En las muestras de hortalizas procesadas, las concentraciones de este fenol respecto a los
valores de las crudas tendieron a mantenerse o a aumentar (Fig. 3.2-12). La fritura generd
incrementos estadisticamente significativos (p < 0,05) de la concentracién de acido siringico en
la berenjena y tomate. En la patata y la calabaza, se mantuvieron las concentraciones iniciales
gue muestra la patata cruda, pues la reduccidn e incremento respectivos no fueron significativos

estadisticamente (p > 0,05).

Las concentraciones obtenidas en las fracciones de hortalizas tendieron a ser superiores o
iguales a las cuantificados en las referencias crudas. Los incrementos fueron estadisticamente
significativos (p < 0,05) en el caso de la berenjena y tomate y las diferencias carecieron de

significacién (p > 0,05) en la patata y la calabaza.

Las hortalizas cocidas por ambas modalidades redujeron o mantuvieron la concentracion de este
antioxidante. Las variaciones significativas (p < 0,05) consistieron en las reducciones observadas
en el tomate y los incrementos en la berenjena, asi como la reduccién en la patata cocida. La
concentracion de este fenol en la patata cocida AA, y en la calabaza cocida en agua o en el
sistema AA no variaron respecto a las hortalizas cocida pues la diferencia entre los dos valores

no fue estadisticamente significativa (p > 0,05).
En general, las técnicas de cocinado que utilizan agua como medio de transferencia de calor

producen una disminucién en el contenido inicial del acido siringico en las verduras, que resulté

especialmente acentuada en el caso del tomate.
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En cuanto a las fracciones de AOVE recuperadas después de practicar las diferentes técnicas
culinarias, se han encontrado reducciones significativas (p < 0,05) en las muestras de todas las
técnicas de procesado de la berenjena, de las muestras de fritura y rehogado del tomate y del
rehogado y coccidén AA de la patata. Las concentraciones de la patata frita, del tomate cocido en
medio AA y de todas las muestras obtenidas de los ensayos con calabaza no fueron

estadisticamente diferentes (p > 0,05) a su respectivo aceite crudo.

e Acido vanillico

El 4cido vanillico (acido 4-hidroxi-3-metoxibenzdico) también es un acido fendlico del grupo de
derivados del acido benzdico junto con los dacidos gdlico, gentisico, benzoico, siringico,

protocatéquico e hidroxibenzdico (Carrasco-Pancorbo et al., 2005).

Los valores cuantificados estuvieron acotados en el rango comprendido entre 0,06 ug/g m.h. del
aceite recuperado de la coccion AA del tomate y 0,69 pg/g m.h. del agua de la coccidén AA de la

calabaza (Fig. 3.2-13).

Respecto de su presencia en las hortalizas crudas, no se detectd en el caso de la calabaza, pero
se midieron concentraciones de 0,13 pg/g m.h. en la patata, berenjena y tomate. En el AOVE
crudo se detectd en concentraciones muy bajas (media de 0,07 pug/g m.h.), y no en todas las
muestras (Tabla 3.2-1, -2, -3, -4, -5, -6, -7 y -8). En bibliografia hemos encontrado que algunos
autores, dependiendo del aceite de oliva virgen, lo han cuantificado en concentraciones de 146 a
347 ppb (Carrasco-Pancorbo, et al.,, 2004) y de 1,15 ppb en aceites utilizados para alimentar

animales de experimentacion (Coni et al., 2000).

La tendencia en la fraccidn de hortaliza tras la aplicacién de todas las técnicas culinarias fue la de
incrementar o mantener la concentracién de acido vanillico respecto a lo cuantificado en la
hortaliza cruda. Aumenté significativamente (p < 0,05) tras la fritura de la berenjena y calabaza.
Por el contrario en la patata, el incremento generado tras la fritura no fue estadisticamente
significativo. Si lo fue la reduccién medida en el extracto de tomate frito con un valor de
significancia de p < 0,05. En el rehogado fue aun mas clara la tendencia al aumento de las
concentraciones de este fenol, con incrementos significativos (p < 0,05) en la berenjena y la
calabaza, y solo en la patata y en el tomate se conservé la concentracion inicial tras el rehogado

pues la diferencia con la hortaliza cruda no fue estadisticamente significativa (p > 0,05)
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Estos datos concuerdan con los obtenidos por Kalogeropoulos et al., (2007) quien en su
exhaustivo estudio de reparto de fenoles durante la fritura de cuatro hortalizas en AOVE observé
incrementos en la concentracién de este fenol en tres de ellas (pimiento, calabacin y berenjena)

que llegaron a superar a las del aceite crudo.

Las técnicas de coccidn en sus dos modalidades también causaron aumentos en la concentracion
del fenol en las fracciones de hortalizas, especialmente en el caso de la berenjena y calabaza con
una significancia de p < 0,05. Por el contrario, en el tomate y la patata cocidos se produjo una
pérdida en este fenol sin diferencias estadisticas significativas (p > 0,05) respecto a la hortaliza
cruda. En el sistema de coccidon AA se conservd la concentracion inicial tras el tratamiento de la

patata, pero hubo una reduccion significativa en el tomate (p < 0,05)

Los lotes de AOVE crudos empleados en los experimentos con berenjena y calabaza fueron los

Unicos con contenidos cuantificables de acido vanillico. En el AOVE recuperado de los ensayos de
rehogado y coccién AA con berenjena hubo reduccién de la concentracion hasta 0, y en el aceite
incluido en todos los ensayos con la calabaza también hubo reduccién hasta 0, excepto en el
aceite de la fritura, en donde, a pesar de haber una concentracion mas baja que en el vegetal

crudo (0,07 pg/g m.h.) no fue estadisticamente significativo (p < 0,05).

Hubo enriquecimiento con este fenol en el agua de coccién y de coccidén AA de la berenjena y la
patata, obteniendo, tras la coccidn AA, contenidos significativamente superiores (en el agua de
proceso de ambas hortalizas) respecto a los del resto de fracciones. En el agua de los ensayos
con la calabaza solo se presentd en el agua de la coccidn AA En el tomate no hubo cantidades

detectables en el agua de coccion de ninguna de las dos modalidades.
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e Acido gilico

El acido gdlico también es un derivado del acido Benzdico y su presencia se ha reportado, entre
otros alimentos, en zumos de tomate (Hallman et al., 2013), céscaras de patata (Navarre, Goyer,
and Shakya, 2009). En clavos de olor con concentraciones que alcanzan 175 mg/Kg (Manach et
al., 2004), y en las hojas de té donde se llega a mas de 4,5 g/Kg de m.h. (Tomas-Barberan and

Clifford, 2000).

Las concentraciones de acido galico cuantificadas en este estudio se mantuvieron dentro del
rango comprendido entre los 0,01 pg/g m.h. medidos en el AOVE recuperado tras la fritura de la

berenjenay 0,23 pg/g m.h. y en el agua de la coccidn AA del tomate (Fig. 3.2-14).

A diferencia de otros fenoles de este apartado, no se detectd en todas las hortalizas. Asi vemos
como no se encontrd en la berengena, y en la patata cruda se midié un contenido de 0,02 ug/g
m.h., en la calabaza 0,03 pg/g m.h. y en el tomate 0,04 pg/g m.h. En cuanto al AOVE, estuvo
ausente en todas las muestras de todos los lotes, excepto del destinado a los ensayos con patata

en donde se cuantificd en concentracion muy baja (Tabla 3.2-1, -2, -3, -4, -5, -6, -7 y -8).

Vallverdu-Queralt, et al.,, (2011a) encontré en tomates contenidos semejantes a los aqui
reportados con concentraciones inferiores a 1 pug/g m.h. y Conni et al., (2000) refirié contenidos
en AOVE de 0,82 ppb, mientras que Carrasco-Pancorbo et al. (2004) encontré valores de 154 a

411 ppb en aceites monovarietales de 6 variedades de aceituna.

En las fracciones de las hortalizas fritas se observaron los valores mas altos de entre todas las
fracciones elaboradas por las diferentes técnicas culinarias. Los cambios detectados en la
concentraciéon de acido galico respecto a la concentracion en la hortaliza cruda fueron
estadisticamente significativos (p < 0,05) en todos los casos. La misma dindmica aparece con el
rehogado, aumentando significativamente el contenido en acido gdlico en todas las fracciones

de verduras cocinadas con esta técnica.
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La coccién y coccién AA ocasionaron mayores reducciones que el rehogado vy la fritura. Y de las
dos modalidades de coccidon, la primera generé mayores pérdidas con una reduccién no
significativa estadisticamente (p > 0,05) en la calabaza y berenjena. Por el contrario se produjo
la total eliminacién en el tomate. La excepcién la constituye la patata con un incremento

estadisticamente significativo (p < 0,05) respecto a la hortaliza cruda.

La observacion relevante sobre el comportamiento de este fenol en los ensayos de las técnicas
culinarias, es la ausencia en los medios de transferencia de calor. El 4cido galico no se encontré
en el AOVE, solo en los casos de la coccién AA cuando intervino la patata (0,01 pg/g m.h.),yenla
fritura cuando intervino la berenjena (0,01 pg/g m.h.) (Fig. 3.2-14). Tampoco tuvo una presencia
importante en el agua de coccidn pues solo se presenté en el caso aislado del agua de coccidn de

la patata (0,09 pg/g m.h.).

e Acido p-cumdrico

El acido p-cumarico es un componente estructural que contribuye a la resistencia mecanica de la
pared de las células vegetales, puede encontrarse esterificado a las pectinas y arabinoxilanos o
ligado con los polisacarios en forma de dimeros. Se ha sugerido los enlaces entrecruzados que
forman con los polisacaridos estructurales pueden jugar un rol significativo en la adhesion
célula-célula, también sirven como un sitio de formaciéon de linginas y contribuyen a la

estabilidad térmica de la textura de frutas y hortalizas (Naczk and Shahidi, 2004).

El rango en el que se ubicaron todas las determinaciones de este fenol comprendié a la
concentracién minima de 0,03 pg/g m.h. cuantificada en el AOVE recuperado del rehogado del
tomate y la maxima de 3,11 pug/g m.h. encontrada en el agua de coccidn de la berenjena (Tabla

3.2-1,-2,-3,-4,-5, -6, -7y -8).

En este caso la magnitud de los datos cuantificados en las muestras de AOVE o en las de la
hortaliza cruda o procesada no mostraron una agrupacion precisa segun la fracciéon analizada.
Las de las hortalizas tendieron a tomar las concentraciones mas altas o nulas, mientras que los
datos del AOVE tendieron a los valores mds bajos o nulos. El agua de coccién claramente

presento los valores mas altos o nulos (Fig. 3.2-15)
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Nuevamente, la fritura incrementd significativamente (p < 0,05) las concentraciones de este
fenol en las hortalizas cocinadas respecto de las cuantificadas en las crudas. El rehogado tuvo el
mismo efecto estadisticamente significativo (p < 0,05) en la berenjena, calabaza y patata, pero

se presentd una reduccidn no significativa (p > 0,05) en el tomate.

Durante la coccién AA se produjo un aumento importante en la concentracion de este fenol en
la berenjena, calabaza y patata, con valores estadisticamente significativos (p < 0,05) respecto a
los encontrados en las correspondientes hortalizas crudas. En el caso del tomate, no fue
detectado algin cambio significativo tras la coccién en agua ni tampoco en AA. El Unico caso de

reduccidn estadisticamente significativa se encontrd en la patata tras la coccién.

En la patata el acido p-cumarico es uno de los acidos fenolicos predominantes junto con el
protocatéquico, vanillico y clorogénico y se ha descrito en la bibliografia que tras el horneado,
hervido, fritura y horneado en microondas se reducen los niveles de los acido p-cumdrico y

caféico (Rajarathnam, 2011).

En el AOVE recuperado de la fritura hubo incremento significativo (p < 0,05) en los cuatro casos
analizados, ademas también hubo incremento significativo en los aceites ensayados con la

calabaza en el rehogado y la coccidn AA.

En el aceite procedente de la coccién AA de la berenjena el contenido fue mayor (0,04 pg/g
m.h.) y en el rehogado se redujo (0,03 pg/g m.h.) pero en estos dos casos la diferencia respecto
al crudo no fue significativa (p > 0,05). En el tomate ademas del incremento durante la fritura
(0,14 pg/g m.h.), solo se presenté una disminucidn significativa (p < 0,05) en la coccién AA y en

el rehogado se eliminé por completo.

La coccidén en agua generd un enriquecimiento de la misma en el caso de la berenjena vy el
tomate. En la coccion AA se enriquecid considerablemente el agua en este fenol tras el cocinado
de las diferentes verduras (Fig. 3.2-15). Existenlas referencias sobre el efecto de tratamientos
hidrotérmicos sobre las concentraciones de fenoles totales e individuales en el caso de el acido
p-cumadrico y sus derivativos, en una de ellas fue cuantificada una reduccién tras el

procesamiento por hervido de raices de arracacha (Pedreschi et al., 2011).
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e Luteolina

En el estudio de este fenol se encontrd que las concentraciones de las muestras de las tres
fracciones (hortaliza, aceite y agua) se mantuvieron dentro del rango establecido entre 0,06 pg/g
m.h. medido en el AOVE del rehogado del tomate y 0,18 pg/g m.h. encontrando en el tomate

frito (Fig. 3.2-16).

En los alimentos frescos incluidos en los ensayos, este fenol se detectd Unicamente en el tomate
crudo (0,13 pg/g m.h.) y en el AOVE de los lotes destinados a los experimentos con patata (0,1
ug/g m.h.) y con calabaza (0,12 pg/g m.h.). Las concentraciones aqui encontradas de luteolina
fueron mas bajas que las cuantificadas en aceites italianos en donde alcanzaron contenidos que
oscilaron entre 0,2 a 1,9 mg/I (Franconi et al., 2006; Salvini et al., 2006), y que las medidas en 8
aceites monoviarietales espafoles que se ubicaron en el rango entre 0,65 a 1,59 ug analito/Kg

de aceite de oliva (Tabla 3.2-1, -2, -3, -4, -5, -6, -7 y -8).

Las concentraciones mas altas en la fraccion de hortaliza se encontraron tras la fritura de las
muestras con valores de 0,18 y 0,14 pg/g m.h. en el tomate y patata, respectivamente. El
enriquecimiento se observd en todas las muestras de patata después de la coccion AA (0,12 pg/g

m.h.), del rehogado (0,13 pg/g m.h.) y de la fritura.

El dnico incremento observado ocurridé en la muestra de tomate frito pues fue la Unica hortaliza
gue presenté este fenol en crudo. Por la misma causa las reducciones se midieron también en
los experimentos con esta hortaliza, uno no significativo en el rehogado (p > 0,05), y dos hasta la

completa eliminacién en la técnica de coccién por las dos modalidades.

En el AOVE incluido en los experimentos aumentd la concentracion en los ensayos con tomate
(0,06 en el rehogado, 0,07 en la coccion AA y 0,09 pg/g m.h. en la fritura) y en los ensayos con
berenjena (0,07 en la coccidén AA, 0,07 en el rehogado y 0,09 pg/g m.h. en la fritura). En las
muestras del aceite procesado junto a la calabaza por fritura, rehogado y coccién AA, se
cuantificaron reducciones significativas en las concentraciones (p < 0,05) respecto al AOVE

crudo.
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Figura 3.2-16. Concentracién de luteolina en las fracciones de hortaliza, AOVE y agua obtenidas

en crudo y tras la aplicacién de cuatro técnicas culinarias (n = 3).
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En otros estudios también se ha observado una reduccién de la concentracién de luteolina y
luteolina-7-glucésido como resultado de una descomposicién gradual durante el calentamiento
a 100°C, aunque la descomposicién fue mas rapida a 180°C, también puntualizaron que algunos
productos de la descomposicidn aun conservaron actividad como captadores de radicales

(Parveen et al., 2010).

La luteolina no migrd hacia el agua de coccién en ninguno de los casos estudiados (Fig. 3.2-16).
Por el contrario otras autores mencionaron que el contenido de luteolina se redujo en la
hortaliza cruda, y pasé hacia el agua y la sumatoria de los porcentajes de recuperacion en la

hortaliza y el agua indico pérdida de un 10 % (Yao and Ren, 2011).

e Apigenina

Junto con la luteolina, la apigenina pertenece al grupo de compuestos fendlicos denominado
flavonas que se forman por hidrdlisis de los glucdsidos presentes en la fibra. (Gdmez-Alonso,

Desamparados y Fregapane, 2002; Carrasco Pancorbo 2006).

El rango de los valores de los datos de este estudio comprendié el valor minimo detectado en el
AOVE de la fritura de la calabaza (0,1 pg/g m.h.) y el maximo (1,19 pg/g m.h.) en el agua de

coccion del ensayo con berenjena (Fig. 3.2-17).

Este fenol no se encontré en la berenjena ni en la calabaza cruda, y en la patata cruda se
cuantificéd una concentracion de 0,52 pg/g m.h., mientras que en el tomate la concentracién fue
de 0,23 pg/g m.h. (Tabla 3.2-1, -2, -3, -4, -5, -6, -7 y -8). Los valores encontrados en el AOVE
crudo en este estudio (con valores medios que oscilan entre 0,14 ug/g m.h. y 0,23 pg/g m.h.)
fue semejante a las cantidades encontradas en ocho aceites monovarietales, en donde variaron
entre 0,36 a 2,2 ug/g, y en el aceite de oliva virgen extra Hojiblanca, la cantidad de apigenina fue

superior que la de luteolina (Carrasco-Pancorbo et al., 2006).
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En las muestras de las fracciones de tomate las concentraciones no fueron significativamente
diferentes a la del tomate crudo en los casos de la hortaliza cocida (0,24 pg/g m.h.) y la cocida
cocinada en AA (0,26 pg/g m.h.). En las muestras fritas y rehogadas la concentracion se redujo
hasta 0. La aplicacion de las técnicas culinarias en la patata dio como resultado concentraciones

significativamente mas bajas (p < 0,05) que la de la cruda en la coccién AA, fritura y rehogado.

En algunos experimentos con hortalizas (apio) también se observd que los tratamientos
acuatérmicos como el escaldado o el hervido, provocaron pérdidas de los contenidos de
apigenina de 24,5 % y 37,5 % respectivamente, mientras que la coccidn con vapor provocd un
incremento de este fenol de 1,3 % y 5,7 %. En este caso, el efecto adverso del tratamiento
térmico fue mas severo para el hervido, y el menor para la coccién con vapor, pero la mayoria de

pérdidas de m.s. fueron recuperadas en el agua de proceso (Yao and Ren, 2011).

En las muestras de berenjena, los procedimientos culinarios generaron concentraciones de 0,21
a 1,04 pg/g m.h. en la fritura, de 0,22 en el rehogado y de 1,04 pg/g m.h. en la coccion. La
calabaza también se enriquece en este fenol después de los tratamientos culinarios a pesar de

gue no fue detectado en la muestra cruda.

El AOVE procesado mostré mayor concentracidon que el crudo en el caso de la coccién AA con
patata, la concentracion del aceite de la fritura de la patata no fue significativamente diferente a

la de la cruda y la reduccidn causada por el rehogado ocasioné la eliminacién de este fenol.

Las concentraciones de apigenina en el AOVE de los ensayos con berenjena fueron inferiores a
las del aceite crudo en todos los casos, con contenidos de 0,1 ug/g m.h. después de la fritura, de
0,22 pg/g m.h. tras el rehogado y de 1,04 pg/g m.h. con la coccién AA. En la calabaza hubo
enriquecimiento con la fritura hasta 0,1 pug/g m.h., en el tomate con la coccidon AA hasta 0,12

pg/g m.h. y con el rehogado se cuantificaron 0,15 ug/g m.h.

En los casos en que se detectd alguna concentracién de apigenina en la fracciéon de agua, esta
tomo los valores mas altos de todas las fracciones. La coccion enriquecié el agua de los ensayos
con berenjena (1,19 pg/g m.h.) y la de los realizados con tomate (1,13 ug/g m.h.), la coccién AA
solo generd concentraciones detectables durante el procesamiento del tomate (1,04 pg/g m.h.)

y la patata (0,96 pug/g m.h.).
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Figura 3.2-17. Concentracion de apigenina en las fracciones de hortaliza, AOVE y agua

obtenidas en crudo y tras la aplicacién de cuatro técnicas culinarias (n=3).
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3.3. Estudio de las frecuencias de cambios en los fenoles analizados.

En el estudio de los compuestos fendlicos totales e individuales que fue abordado a lo largo de
esta seccion, se obtuvieron un total de 876 datos sobre la concentracién de fenoles totales e
individuales en todas las fracciones estudiadas (hortaliza, AOVE y agua). De los mencionados,
219 correspondieron a los valores cuantificados en los alimentos crudos que sirvieron como
punto de referencia para las comparaciones con las concentraciones de los alimentos
procesados por las cuatro técnicas culinarias, éstas ultimas constituyeron las 657 observaciones

restantes.

De estas 657 observaciones, 292 fueron cuantificadas en la fraccién de hortalizas procesadas,

219 en la del aceite y 146 en la de agua recuperada tras los ensayos de los procesos culinarios.

Una a una, las observaciones de las fracciones de hortalizas, aceite y agua, fueron comparadas
estadisticamente con su respectiva referencia cruda, obteniéndose asi una poblacidn de datos
constituida por el significado estadistico de los cambios. Es decir cambios significativos (p < 0,05)

y no significativos (p > 0,05).

La naturaleza de los cambios detallados en cada compuesto (secciones 3.1 y 3.2) y cuyo
significado estadistico se refleja como literales que pueden ser iguales o diferentes junto a los
datos recogidos en las tablas (3.1-1, 3.2-1, -2, -3, -4, -5, -6, -7 y -8) consistid bdsicamente en
incrementos o reducciones, que en caso de no ser estadisticamente significativas constituyeron
observaciones en las que las concentraciones iniciales de los alimentos crudos se mantuvieron

inalteradas, pese a que si hubo cambio real.

Otro fendmeno encontrado con frecuencia, fue la ausencia de algunos fenoles en la muestra
cruda, pero en su posterior aparicion en la muestra procesada, estos casos se consideraron
incrementos, pero cuando los fenoles no fueron detectados aun después de los ensayos, fueron

considerados como fenoles ausentes.
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De esta manera establecimos cinco categorias para obtener una idea concreta de los cambios

provocados por cada una de las técnicas culinarias en las fracciones de hortaliza, AOVE y agua:

a) Incrementos
b) Incrementos no significativos
c) Reducciones
d) Reducciones no significativas

e) Ausencias

e Cambios en la fraccidon de hortaliza.

En la Fig. 3.3-1 se observa la proporcidon de cambios ocurridos en los fenoles de la fraccién de
hortaliza tras la aplicacidn de las técnicas culinarias. En general, todas las técnicas culinarias
ocasionaron tanto incrementos como reducciones en la concentraciéon de los fenoles totales e

individuales.

Es por lo que nosotros asumimos que junto con todas las causa que se establecen como
explicacion a los efectos adversos o positivos que generan determinadas técnicas culinarias
sobre el contenido de fenoles de los alimentos; también la visualizacidn de casos aislados en que
se manifiestan Unicamente incrementos o reducciones, contribuyen a la generacién de reportes
contradictorios en la bibliografia referente a los efectos del procesamiento culinario sobre el
contenido de fenoles en las hortalizas (Andlawer et al., 2003; Wu et al., 2004; Kalogeropoulos et
al., 2007; Kita et al., 2007; Lako et al., 2007; Ai et al., 2008; Chuah et al., 2008; Miglio et al., 2008;
Sikora et al., 2008; Volden et al., 2004; 2009; Cerretani et al., 2009; Chioe et al., 2009; Ramirez-
Anaya et al., 2010).

En este estudio, sin embargo, el efecto general de la aplicacidon de las cuatro técnicas culinarias
sobre el contenido de fenoles totales e individuales en las cuatro hortalizas, tendié con mayor
frecuencia hacia el incremento o la falta de efecto, que hacia la reduccién (Fig. 3.3-1). El
porcentaje de casos con incrementos significativos (50,3 %) fue superior a las reducciones
causadas por el procesamiento culinario (12 %) y en el 23 % de los casos, el procesamiento “no

tuvo influencia” sobre la concentracidn de fenoles totales e individuales.
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La mayor contribucién al porcentaje de incrementos significativos fue de las concentraciones
cuantificadas en los casos de fritura, mientras que la contribucién mas baja fue la de la coccion.
Con las frecuencias de incrementos estadisticamente significativos de las concentraciones de
fenoles totales e individuales (p < 0,05) sobre las hortalizas, se ha conseguido establecer la

siguiente clasificacién:

Fritura (80,8 %) > Rehogado (58,9 %) > Coccién AA (38,4 %) > Coccidn (23,3 %)

Cambios en la Fraccion de Hortaliza
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Fritura
Rehogado
Coccion AA
Coccion

Figura. 3.3-1. Proporcién de cambios originados por las técnicas culinarias en la fraccién de
hortaliza.

En la Fig. 3.3-1, se aprecia que los porcentajes de reducciones significativas siguieron el patrén
inverso a los incrementos, encontrandose mayor porcentaje de reducciones en las hortalizas
cocidas y el minimo en las fritas. La clasificacién general de las técnicas culinarias segun la
frecuencia de reducciones de la concentracidon de fenoles que generan sobre las hortalizas

analizadas fue:

Coccidn (18 %) > Coccion AA (18 % ) > Rehogado (8 %) > Fritura (4 %)
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También, son muy importantes los casos en los que la aplicacion de técnicas culinarias no
provocaron efecto sobre la concentracidn inicial de los fenoles presentes en la hortaliza cruda.
Porque si bien, los incrementos no significativos no contribuyen a la proporcién de incrementos,
las reducciones no significativas tampoco ejercieron un efecto negativo, al no contribuir a la

proporcién de reducciones.

La proporcién de casos sin cambios ascendié a 29 % en la coccion AA, a 26 % en la coccidn, 25,5
% en el rehogado y 10,5 % en la fritura. Esos porcentajes podrian ser considerados como un
efecto protector y sumarse a los porcentajes de incrementos, para conseguir asi un porcentaje

de efectos favorables o protectores de las técnicas culinarias sobre la concentracién de fenoles.

La clasificacién de las técnicas culinarias conforme a la frecuencia de los efectos favorables que

ocasionan seria el siguiente:

Fritura (91,3 %) > Rehogado (84,4 %) > Coccion AA (67,4 %) > Coccion (49,3 %)

En las graficas de las Fig. 3.3-1 los segmentos celestes de las barras de frecuencias se pueden
asociar con la proporcién de enriquecimiento del perfil cualitativo. De manera que, porcentajes
altos representan un menor nimero de nuevos compuestos afadidos al perfil cualitativo de la
hortaliza cruda. Asi, en la hortaliza, fue la fritura la que anadié mas fenoles no existentes en la

hortaliza cruda, le siguieron en orden descendente, el rehogado, la cocciéon AA y la coccion.

e Cambios en la fraccion de aove.

La proporcién de cambios ocurridos en la fraccion de AOVE procesado por las cuatro técnicas

culinarias se presenta en la (Fig. 3.3-2).
Como se puede apreciar, el efecto general del procesamiento culinario con las técnicas aqui

ensayadas, fue de reduccién en la concentracion de fenoles (38 %) por encima de la ganancia (15

%) y del efecto protector (21 %).
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La pérdida es una tendencia que se esperaba por las multiples razones que se han detallado
anteriormente, sin embargo, la presencia de incrementos en el aceite era un hecho no previsto.
Porque la naturaleza de los fenoles es hidrofilica, aunque el grado en que despliegan esta
propiedad sea variable, y ademas, en el estudio de los fenoles exclusivos de las hortalizas se
obsevod que el acido clorogénico y la rutina no migran hacia el aceite, con lo que se descartd que
el enriquecimiento haya sido resultado de la incorporacidn en el aceite, de fenoles presentes en

la hortaliza.

Sin embargo, se han encontrado reportes de este tipo de incrementos por otros autores,
guienes postulan que el aumento de temperatura durante la aplicacion de las técnicas culinarias,
puede producir una rotura supramolecular de los puentes glicosidicos entre las fracciones
fendlicas y los azucares (Bunea et al.,, 2008), lo que puede explicar el incremento de la
concentraciéon de fenoles observadas en algunas muestras de aceite procesado. El
procesamiento doméstico altera la estructura quimica de compuestos antioxidantes lo que hace
posible la conversion de fenoles insolubles en formas mas solubles (Cohen, Sakihama, and

Yamasaki, 2001).
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Figura. 3.3-2. Proporcidn de cambios originados por las técnicas culinarias en la fraccidn de
AOVE.
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En el analisis de los fenoles individuales, el incremento de su concentracidon en el AOVE fue
considerado como un evento aislado, pero en el estudio de la poblacién de datos, las frecuencias
obtenidas indican lo contrario. El incremento se presenta con mayor frecuencia durante la
fritura (29 %), pero también se detecta, aunque en menor proporcidn, durante la coccidn AA (8,2

%), y en el rehogado (6,8 %).

El efecto predominante, como se dijo antes, fue hacia la reduccidn. La clasificacién establecida
de acuerdo a la frecuencia de reducciones significativas de la concentracién de fenoles es el

siguiente:

Rehogado (44 %) > Coccion AA (42 %) > Fritura (29 %)

Los porcentajes de casos de AOVE en los que no hubo efecto significativo sobre las
concentraciones de fenoles tras la aplicacién de las técnicas culinarias y que se consideran como
efecto protector fueron de 23 % en la fritura, 10 % en el rehogado y 20 % tras la coccién AA. Los
porcentajes del aceite fueron inferiores a los encontrados en la fraccidon de hortaliza en el caso

del rehogado vy la coccion AA, pero fueron casi del doble de los cuantificados en la fritura.

El orden decreciente de las técnicas culinarias segin la frecuencia de casos favorables

(incrementos mas cambios no significativos) es el siguiente:

Rehogado (15 %) > Coccidén AA (12 %) > Fritura (11 %)

De la observacion de la fraccidn celeste de la Fig. 3.3-2, se desprende que no hubo un efecto
evidente sobre el enriquecimiento cualitativo del perfil de fenoles del AOVE procesado en los
casos del rehogado (30 %) y la coccidn AA (29 %), ya que el tamafio relativo de los segmentos es
casi equivalente entre los tratamientos, solo supera al resto el caso del aceite frito (19 %) en
donde una reduccién respecto a la proporcién del resto de técninas indico la adicién de nuevos
fenoles al perfil cualitativo original del AOVE fresco de manera semejante a como se presentd en

el caso de la hortaliza.
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e Cambios en la fraccién de agua.

En la fraccién de agua, solo se presentaron incrementos que fueron considerados como
enriquecimiento, pues la concentracién de fenoles en el agua cruda es nula. Estos porcentajes

fueron superiores en el agua de coccion AA (77 %) que en el agua de la coccion (55 %).

Después de restar al 100 % el porcentaje de casos de enriquecimiento, el porcentaje residual lo
constituyeron los casos de los fenoles que no se transfirieron al agua de coccién, es decir
aquellos que no fueron detectados aun después de la aplicacién de las técnicas culinarias. Como
se observa en la Fig. 3.3-3, fue mayor la cantidad de fenoles transferidos al agua de coccién
durante la técnica de coccion que incluyé aceite, que cuando no fue incluido, asi el perfil

cualitativo del agua de coccion AA es mds variado que el del agua de coccidon sin AOVE.
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Fig. 3.3-3. Proporcidn de cambios originados por las técnicas culinarias en la fraccién de agua.
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En resumen:

Consideradas en conjunto, las técnicas culinarias aplicadas en cuatro hortalizas de la dieta
mediterranea, generan tanto un efecto de incremento como de reduccion (significativos) y
proteccion (cambios no significativos) en la concentracién de fenoles totales e individuales de las
verduras. Asi como también el enriquecimiento del perfil cualitativo de fenoles. Mientras la
hortaliza y el agua enriquecen su perfil fendlico e incrementan las concentraciones, el AOVE

pierde estas propiedades.

En la hortaliza frita son mas frecuentes los efectos favorables sobe la concentracion de fenoles
totales e individuales y el enriquecimiento del perfil cualitativo de los mismos. A la fritura le
siguid el rehogado, la coccidn AA y la coccidn, esta ultima ocasioné efectos adversos en el 50 %

de los casos.

En el AOVE predomina la reduccidn en la concentracion de fenoles totales e individuales por
encima de los incrementos y el efecto protector. El orden de las técnicas culinarias de acuerdo a

la magnitud de la frecuencia con que se presentan las reducciones fue la misma que la obtenida

con los incrementos en las hortalizas, asi la técnica que ocasiona reducciones con mayor

frecuencia fue el rehogado, le siguio la coccidén AA y finalmente la fritura.

El agua de coccidn incorpora compuestos fendlicos que se diluyen desde la hortaliza y el AOVE.

Asi se observa que la coccidn de hortalizas enriquece el perfil cualitativo y cuantitavo del agua

de coccidn y la adicién de AOVE lo enriquece alin mas con los fenoles propios de este aceite.
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4. ESTUDIO DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE (CA).

4.1. Evaluacion de la capacidad antioxidante con el método DPPH.

Este método es comunmente usado debido a la excelente reproducibilidad bajo ciertas
condiciones de ensayo (Akanitapichat et al, 2010). El radical libre DPPH es considerado como un
modelo de radical lipofilico estable. Se aplica en el estudio del potencial de productos naturales
como captadores de radicales libres. Se dice que no es necesario el uso adicional de otros
radicales como el ABTS pues no surgen problemas de solubilidad e interferencia durante el

ensayo con DPPH (Arnao, 2000; Dorman et al., 2004).

La capacidad antioxidante (CA) cuantificada por el método DPPH en el agua de cocciéon y en los
extractos metandlicos de las hortalizas y el aceite tanto crudos como tratados con las diversas
técnicas culinarias se muestran en la (Tabla 4.1-1). Todas las determinaciones obtenidas se
situaron dentro del rango delimitado por los valores de la CA del agua de coccién de la calabaza
(0,01 umol ET/g m.h.) y el maximo cuantificado en la berenjena frita (13,39 umol ET/g m.h.). En
este caso, la CA se estratific6 conforme a la fraccion analizada, con los valores mas altos

encontrados en la fraccion de hortaliza, los medios en el AOVE y los bajos en el agua de coccion.

Los valores iniciales correspondientes a las materias primas crudas son el punto de referencia
para valorar los cambios que se aprecian en la Fig. 4.1-1, y que fueron de 0,53 umol ET/g m.h. en
la patata, 0,57 umol ET/g m.h. en la berenjena, el mas elevado de 2,08 umol ET/g m.h.
correspondid al tomate y el mas bajo de todas las hortalizas crudas se detectd en la calabaza
0,03 umol ET/g m.h. En el AOVE la CA medida fue de 1,32, 0,91, 1,45 y 0,91 umol ET/g m.h. para

los lotes de la patata, berenjena, tomate y calabaza, respectivamente.

En todos los ensayos de las técnicas culinarias se observé un efecto de incremento de la CA de
las hortalizas respecto al vegetal crudo (Fig. 4.1-1). Estos cambios fueron estadisticamente
significativos (p < 0,05) en las fracciones de patata, calabaza, tomate y en la berenjena frita,
mientras que en esta Ultima, el incremento originado por el rehogado y las dos modalidades de

coccion no fue suficiente para generar diferencias con significado estadistico (p > 0,05).
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El efecto de la fritura sobre la fraccion de hortaliza fue el de generar los valores de CA mas
elevados de esta fraccion, destacando la berenjena (13,38 umol ET/g m.h.) y el tomate (13,60
pumol ET/g m.h.) por encima de la patata (3,45 umol ET/g m.h.) y la calabaza (3,96 umol ET/g
m.h.) (Tabla 4.1-1). Los valores generados tras el rehogado fueron de 2,44 umol ET/g m.h. en la
patata, 1,19 umol ET/g m.h. en la berenjena, 8,28 umol ET/g m.h. en el tomate y 0,75 umol ET/g

m.h. en la calabaza.

Tabla 4.1-1. Capacidad antioxidante medida por el método DPPH en las fracciones de hortaliza,
AOVE vy agua, obtenidas en crudo y tras aplicar cuatro técnicas culinarias. Cada valor promedia

tres repeticiones (n = 3).

Parametro c?i::;:?a Fraccion Patata* Berenjena Tomate Calabaza
Hortaliza 0,53 £ 0,04 d** 0,57 £ 0,06 ab 2,08+0,07e 0,03+0e
Crudo AOVE 1,32+0,02g 0,91+0,61ab 1,45+0d 0,91+0,01d
';: Agua 0+0a 0+0a 0+0a 0+0a
nEo Hortaliza 3,45+0,39i 13,39+0,39d 13,60+ 0,24 h 3,96 £0,05h
e Fritura  AOVE 1,29+0,05¢g 0,64 +0,07 ab 2,91+0,32f  0,69+0,03f
(:gi E Agua - e e e
E GD- Hortaliza 2,44 +£0,02 h 1,19+0,07 c 8,28+0,28¢g 0,75+0,01¢g
'_fg -§ Rehogado AOVE 0,52+0d 0,07+0a 1,45+0,11d 0,31+0,02d
é g Agua 0 e e e e
é Hortaliza 1,19+0,22f 3,68 £0,33 bc 0,98+0,09c 0,06+0c
:E Coccién AOVE e e
'i Agua 0,10+ 0,04 b 0,88 £ 0,04 ab 0,52+0,02b 0+0b
S Coccion Hortaliza 0,89+0,13 e 2,66 + 0,12 abc 1,56 +0,11d 0,13+0d
AA AOVE 0,08 0,0 ab 0,09%0a 036+0,01b  0,11%0,01b
Agua 0,21+0,01c 0,85+ 0,01 ab 1,42+0,08d 0,20+0,01d

*Las comparaciones se realizaron entre los tratamientos de una misma hortaliza.
**Los promedios seguidos de letras iguales no son significativamente diferentes (p > 0,05).

Con referencia a las técnicas de coccidn, se observd una ventaja de la coccidon en agua que
generd cifras mayores de CA en los extractos de patata (1,19 umol ET/g m.h.) y berenjena (3,68
pumol ET/g m.h.) respecto a los de las mismas hortalizas procesadas en medio AA (0,89 y 2,66
umol ET/g m.h. en patata y berenjena, respectivamente). Mientras que los extractos del tomate
y calabaza fueron superiores (1,56 y 0,13 umol ET/g m.h., respectivamente) tras los ensayos con

la coccidn AA, respecto a los cocidos solo en agua (0,98 y 0,06 umol ET/g m.h., respectivamente).
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En resumen, la magnitud de la CA de la fraccién de hortaliza en las diferentes muestras de
berenjena y patata se clasificaron de acuerdo a los siguientes patrones: fritura > rehogado >
coccidn > coccion AA. En los casos del tomate y calabaza se invierte el orden de las modalidades
de coccion quedando la categorizacion de la siguiente manera: fritura > rehogado > coccion AA >

coccion.

Al igual que en este estudio, Bellali et al. (2012) encontré un incremento significativo de los
valores del poder reductor por el método DPPH en patata tras la aplicacién de la coccion,
horneado, fritura por inmersidn y coccién en microondas. Y el efecto fue mas acentuado en la
patata frita con un incremento de seis veces el original. Con diferencias significativas en todos
los procesos de acuerdo al siguiente orden: fritura > horneado > hervido > cocciéon en
microondas > crudo. Adefegha and Oboh, (2011), también encontré un incremento tras el

hervido y coccién al vapor de hojas verdes.

Otros autores no han referido efectos evidentes tras la aplicacién de técnicas culinarias en
patatas durante el hervido y horneado en donde la CA medida por el método DPPH se mantuvo
sin cambio (Padda and Picha, 2008). Por otra parte Xianyun et al., (2009) observé que la
capacidad antioxidante medida por DPPH disminuyd en patatas cocinadas, en setas hervidas
(Nguyen, Nagasaka and Ohshima, 2012) y en apio (Yao and Ren, 2011). En zumos de hortalizas se
midié un descenso de la CA con todos los tiempos (10 y 30 min) y a diferentes temperaturas

ensayadas (50, 75 y 100°C) (Roy et al., 2007).

La capacidad antioxidante medida por el método DPPH mostrd una correlacién significativa
(Tabla 4.1-2) de r = 0,78, con el contenido de fenoles y con la CA medida por el método FRAP (r =
0,75). La correlaciones con el método ABTS y DMPD fueron bajas (r = 0,29 y 0,05

respectivamente), pero solo fue significativa en el primer caso (p < 0,05).

El incremento de la CA en las hortalizas procesadas por los diversos métodos estudiados en este
trabajo se relaciona con el incremento de la disponibilidad de los fenoles quimica y fisicamente
ligados que se localizan dentro de la microestructura del alimento (Roy et al., 2007; Gékmen et
al., 2009), esta afirmacién se sostiene del hecho de que estuvieron correlacionados
significativamente (p < 0,05, r = 0,78) el incremento simultaneo en la concentracién de fenoles

totales y la capacidad antioxidante cuantificada por el método DPPH.

241



Resultados y Discusidn

Patata

N w
L L
—

b
L
|
|

Berenjena

12 4

N SN .

15 +

Tomate

12

Capacidad Antioxidante (umol ET/g m.h.)

Calabaza

N
L

Coccion

o
Coc AA f

Crudo
Fritura
Rehogado

Técnica Culinaria
Crudo e AGUA == Calab. === AOVE Patata === TOmate =Bereng.

Cocinado @ Agua @ Calab. [ AOVE [ Patata [ Tomate [l Bereng.

Figura 4.1-1. Capacidad antioxidante por el método DPPH en las fracciones de hortaliza, AOVE y

agua obtenidas en crudo y tras la aplicacidn de cuatro técnicas culinarias (n = 3).
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La correlacidn entre la CA cuantificada por DPPH y la concentracién de fenoles totales ha sido
referida en alimentos como aceite de oliva virgen extra (Samaniego-Sanchez, 2007), aunque la
reportada por este autor fue superior (r = 0,92) a la obtenida en este estudio. En berenjena se
han obtenido correlaciones entre fenoles totales y CA (método DPPH) que varian entre valores
der=0,53 ar=0,79 (Martinez-Hernandez et al., 2013), en setas se obtuvo una correlacién baja
(r = 0,52) pero significativa (Nguyen, Nagasaka and Ohshima, 2012), en patatas fue elevada
(r=0,98) (Padda and Picha (2008), al igual que en infusiones de té verde (r = 0,92) (Samaniego

Sanchez et al., 2011) entre otros.

En las determinaciones con el método DPPH se observa (Fig. 4.1-1) que la CA fue
significativamente (p < 0,05) mas elevada en las cuatro hortalizas elaboradas por todas las
técnicas que sus respectivos medios de transferencia de calor (AOVE, agua o la mezcla de
ambos). Una excepcién se encontrd en la coccidén AA de la calabaza donde la hortaliza presentd
una CA menor que el agua de proceso. Otras excepciones son los casos en donde los
equivalentes de Trolox de la hortaliza y el medio de coccidon no fueron estadisticamente
diferentes (p > 0,05), que si bien fue mas alta en la primera, no fue significativamente superior,
en estos casos se incluyen el del tomate procesado por coccién AAy los de la berenjena cocida,

cocida AAy rehogada.

Con la aplicacidon de las técnicas culinarias, los extractos metandlicos de las fracciones de
hortalizas aumentaron la capacidad antioxidante medida por el método DPPH, respecto a la
magnitud cuantificada en el aceite crudo, mientras tanto, esta propiedad se mantuvo o redujo

en los extractos metandlicos del AOVE.

La fritura redujo la CA del aceite empleado en el ensayo de la patata (1,29 pumol ET/g m.h.),
berenjena (0,64 umol ET/g m.h.) y calabaza (0,69 umol ET/g m.h.), pero solo en el de esta ultima
la diferencia fue estadisticamente significativa (p < 0,05), como también significativo fue el

incremento en el AOVE recuperado de la fritura del tomate (2,91 umol ET/g m.h.).

Con el rehogado el aceite mantuvo o perdié parte de la CA original. Los cambios fueron
estadisticamente significativos (p < 0,05) en la disminucion ocasionada al aceite del proceso de
la patata (2,44 umol ET/g m.h.) y de la calabaza (0,75 umol ET/g m.h.). Los cambios sin

significado estadistico (p > 0,05) y en donde por ende se considera que la CA del aceite crudo en
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estos casos se mantuvo inalterada, se detectaron con la reduccidon ocurrida en el aceite del
proceso de la berenjena (1,19 umol ET/g m.h.) y durante el incremento en el del proceso del

tomate (0,75 pumol ET/g m.h.).

En el AOVE incluido en los ensayos, se observd la siguiente clasificacion de acuerdo a la

magnitud de la CA en los experimentos de todas las hortalizas: Fritura > Rehogado > Coccidn AA.

Como se puede observar (Fig. 4.1-1), la coccidon en mezcla AA ocasiond una reduccién de la
capacidad antioxidante en el aceite, en el de la patata con un valor de 0,08 umol ET/g m.h., en el
de la berenjena de 0,09 umol ET/g m.h., del tomate 0,36 umol ET/g m.h. y de la calabaza 0,11
pumol ET/g m.h., la Unica reduccidn no significativa (p > 0,05) fue la del AOVE del ensayo con
berenjena. Al comprobarse la correlacién entre la concentracion de fenoles y la CA, la reduccién
de la CA en el AOVE se asocia a la perdida de fenoles por oxidacién, polimerizacidon, por la
transferencia de fenoles hacia la hortaliza y por el efecto de diluciéon de estos hacia el agua
(Mulinacci et al., 2004; Navarre, 2010; Rakic et al., 2007; Stewart et al., 2000; Oboh, Raddatz and
Henle, 2008; Bunea et al., 2008; Kalt 2005; Blessington et al., 2010; Zhang et al., 2011; Lutz,

Henriquez y Escobar, 2011).

La pertinencia de la explicacion expuesta es sustentada por el incremento de las
concentraciones de fenoles totales (Fig. 3.1-1) y de la CA observados en el agua de proceso. Ya
gue la modalidad de coccién en mezcla AA si generd actividad antioxidante significativa en el
agua tras la coccion de la calabaza (0,20 umol ET/g m.h.), tomate (1,42 pmol ET/g m.h.) y patata
(0,21 pmol ET/g m.h.), pero en el ensayo con la berenjena no fue diferente al agua sin

tratamiento (p > 0,05).

Como se puede observar en las graficas de la Fig. 4.1-1, al final del proceso culinario de coccién
AA, la CA del agua incluida en el ensayo siempre fue superior a la del AOVE con el que formé la
mezcla. Estas diferencias fueron estadisticamente significativas (p < 0,05) en los ensayos de la
patata, tomate y calabaza, pero en la berenjena, la CA del agua y el AOVE incluidos no fue

estadisticamente diferente (p > 0,05).

La CA del agua de coccidn resultd ser la mas baja de las dos modalidades, pues a excepcién del

agua de coccién del tomate (0,52 umol ET/g m.h), en el resto de muestras no hubo CA

mensurable (0 pmol ET/g m.h.).
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Tabla 4.1-2. Correlaciones y niveles de significancia de diferentes pardmetros en las fracciones de

hortaliza, AOVE y agua, crudas y tras aplicar cuatro técnicas culinarias.

ABTS DMPD DPPH FRAP  Fenoles Cont. Cont. | Extracto
Humedad Grasa Seco
0,4138* | 0,0004 | 0,0882 | -0,2559 | 0,1526 | -0,3782 | -0,0454 | 0,5926
0,0010%* | 0,9976 | 0,5027 | 0,0485 | 0,2444 | 0,0029 0,7306 | 0,0000
05730 | 0,2192 | 0,3660 | 0,2004 | 0,7556 | -0,6373 | 0,1013 | 0,8732
0,0000 | 0,0925 | 0,0040 | 0,1247 | 0,0000 | 00000 | 04413 | 0,0000
Ac. 04173 | 02171 | 0,5107 | 06012 | 0,7216 | -0,6696 | 0,4076 | 0,6201
LT e 0,0009 | 00956 | 00000 | 0,0000 | 0,0000 | 000000 | 0,0012 | 0,0000
0,1093 | 0,1057 | 0,4263 | 0,4759 | 0,3685 | -0,5415 | 0,5244 | 0,2954
04058 | 04214 | 00007 | 00001 | 00038 | 00000 | 0,0000 | 0,0220
Ac. -0,1040 | 0,1738 | -0,0642 | -0,0350 | 0,1167 | 0,0272 | -0,0552 | 0,0263
TRl 04292 | 01842 | 06262 | 0,7906 | 03745 | 0,8366 0,6755 | 0,8418
Ac. 20,0706 | 0,0265 | 0,5778 | 0,9096 | 0,4399 | -0,5347 | 0,8078 | 0,0222
Hidroxibenzéico 0,5917 | 0,8406 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0004 | 0,0000 | 0,0000 | 0,8662
20,1206 | 0,0055 | 0,5448 | 0,8820 | 0,3363 | -0,4095 | 0,8187 | -0,1679
03588 | 0,9669 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0086 | 0,0012 0,0000 | 0,1996
20,2742 | -0,1305 | 0,1342 | 0,4022 | -0,1313 | -0,1690 | 0,5105 | -0,2681
0,0340 | 0,3202 | 03067 | 00014 | 03173 | 0,1968 0,0000 | 0,0383
02811 | 0,1440 | 0,7351 | 0,6701 | 0,6962 | -0,7206 | 0,7388 | 0,3935
0,0296 | 02722 | 0,0000 | 00000 | 0,0000 | 00000 | 0,0000 | 0,0019
03825 | -0,0237 | 0,4931 | 0,3747 | 0,6362 | -0,6007 | 0,3936 | 0,5366
0,0026 | 0,8573 | 0,0001 | 0,0032 | 0,0000 | 00000 | 00019 | 0,0000
20,0619 | 0,1006 | 0,6018 | 09241 | 04268 | -0,5358 | 0,8652 | -0,0276
0,6383 | 04444 | 00000 | 00000 | 0,0007 | 00000 | 00000 | 0,8343
0,0836 | 0,5593 | 0,0050 | -0,0753 | 0,0773 | -0,0710 | -0,1064 | 0,2071
0,5255 | 0,0000 | 09695 | 05674 | 0,5571 | 0,5901 0,4185 | 0,1123
0,1511 | -0,0281 | -0,1826 | -0,1495 | -0,0001 | -0,3617 | 0,0103 | 0,4770
02492 | 08314 | 0,1626 | 02542 | 0,9993 | 0,0045 0,9377 | 0,0001
06117 | 0,0490 | 0,2132 | 0,0338 | 0,2232 | -0,6030 | 0,2143 | 0,6625
0,0000 | 0,7099 | 0,1019 | 0,7977 | 00865 | 0,0000 | 0,2001 | 0,0000
02986 | 0,0118 | 0,5161 | 0,1346 | 05712 | -0,1902 | -0,0381 | 0,3758
0,0205 | 0,9287 | 0,0000 | 053054 | 0,0000 | 0,1456 0,7725 | 0,0031
05110 | 0,0127 | 0,6450 | 04324 | 0,5357 | -0,7304 | 0,5653 | 0,5543
0,0000 | 0,9232 | 0,0000 | 00006 | 0,0000 | 00000 | 0,0000 | 0,0000
04748 | -0,0275 | 0,3622 | 0,0170 | 0,4044 | -0,4870 | 0,0367 | 0,6890
0,0001 | 0,8346 | 0,0045 | 08972 | 0,0014 | 0,0001 0,7806 | 0,0000
20,0861 | 0,0774 | -0,1005 | 0,0761 | -0,1156 | -0,0214 | 0,1388 | -0,1134
05130 | 0,5567 | 0,4448 | 05635 | 0,3791 | 0,8708 0,2904 | 0,3881
04491 | 02979 | 0,0850 | 0,5182 | -0,5550 | 0,0450 | 0,7975
0,0003 | 00208 | 05187 | 0,0000 | 00000 | 07328 | 0,0000
0,0495 | 0,0692 | 0,1711 | -0,1826 | -0,0229 | 0,2958
0,7073 | 0,5995 | 0,1912 | 0,1626 0,8622 | 0,0217
0,7573 | 0,7788 | -0,7046 | 0,7001 | 0,4141
0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 00000 | 0,0010
0,7036 | -0,6572 | 0,8386 | 0,1982
0,0000 | 00000 | 0,0000 | 0,1289
20,7676 | 0,5056 | 0,7098
0,0000 | 0,0000 | 0,0000
20,7534 | -0,7691
0,0000 | 0,0000
0,1646
0,2089

Ac. gilico

Hidroxitirosol

Tirosol

Ac. clorogenico

. vanillico

. cafeico

. siringico

. p-cumarico

. o-vanillico

. 0-cumarico

Oleuropeina

Rutina

Pinorresinol

Luteolina

Apigenina

ABTS -

DMPD - -

DPPH - - -

FRAP - - - -

Fenoles totales - - - - -

Cont. humedad - - - - - -

Cont. grasa - - - - - - -

Extracto seco - - - - - - _ _

*Valor de la correlacio (r).
**Nivel de significado estadistico (p < 0,05).
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En un trabajo de Zhang et al., (2011) se hace referencia a la migracién de una elevada cantidad
sustancias hacia el medio de coccidn después del hervido de brotes de bambu, lo que dio lugar al
descenso de la CA cuantificada por el método DPPH en los brotes y al incremento en el agua, e
igual referencia se hizo durante el procesamiento de pimientos (Chuah et al., 2008). Estas
observaciones motivan la recomendacion del consumo del agua incluida en el cocinado de los

alimentos (Lopez-Berenguer et al., 2007).

4.2. Evaluacion de la capacidad antioxidante con el método ABTS.

El modelo basado en el radical ABTS® para determinar la habilidad de captacién de radicales
libres, tiene la ventaja de ser mas afin a compuestos hidrofilicos y de minimizar la interferencia
con el espectro de absorcidn ya que el maximo aplicado es 760 nm, una longitud de onda que no

se encuentra normalmente en productos naturales (Re et al. 1999; Pulido et al., 2003).

La capacidad antioxidante cuantificada en umol ET/g m. h. en el agua de coccién, en los
extractos metandlicos de las hortalizas y en aceite tanto crudos como tratados en los ensayos

con alimento y testigo se muestran en la Tabla 4.2-1.

Los valores cuantificados por el método ABTS variaron dentro de los limites establecidos por el
valor minimo de 0,15 umol ET/g m. h. correspondiente al AOVE de la coccidén AA del tomate y

19,19 umol ET/g m. h. de la berenjena frita.

La CA se agrupd6 de acuerdo a la fraccién analizada (hortaliza, AOVE, agua) de modo que las
hortalizas mostraron los valores mas elevados, el AOVE valores medios y el agua los valores
bajos del estudio, excepto en el agua de coccidn de la berenjena en donde se encontrd un
elevado valor de CA (0,89 umol ET/g m. h.). La excepcion al patrén descrito se encontrd en las
muestras de hortaliza de los experimentos con berenjena, en donde no hubo una estratificacion

clara de la magnitud de la CA de las fracciones.
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Tabla 4.2-1. Capacidad antioxidante medida por el método ABTS en las fracciones de hortaliza,
AOVE y agua, obtenidas en crudo y tras aplicar cuatro técnicas culinarias. Cada valor promedia

tres repeticiones (n = 3).

Hortaliza

Técnica

. Fraccion
culinaria

Parametro

Patata*

Berenjena

Tomate

Calabaza

Hortaliza 3,66 +£0,19 g** 1,34+ 0,08 cd 0,52+0,02d 3,51+£0,25i
. Crudo AOVE 1,17 +0,07d 2,27 +0,19f 0,47 £ 0,02 de 1,31+0,02e
-g Agua 0+0a 0+0a 0+0a 0+0a
g Hortaliza 10,13+0,13 k 18,19+1,46e 11,06+0,14j 1,71+0,06 f
w Fritura AOVE 5,37+0,35i 1,52+0,11d 0,85+0,09g 1,17+0,02d
:g‘_ v Agua - e e e
s 2 Hortaliza 4,91+0,30h 3,43+0,1h 0,81+0,02f 2,96+0,03 h
E ‘-.g Rehogado AOVE 0,89+0,02c 0,27+0,03 g 0,73+0,03 e 0,72+0,05c
:9: ~§ Agua - e e e
<=t Hortaliza 2,57+0,03f 4,100,061 2,94 +£0,16i 2,81+0,14g
B Coccion AOVE = e e emeee e
igu Agua 0,62+0,04 b 0,89+0,05] 0,29+0,01c 0,25+0,01b
& Coccién  Hortaliza 5,67+0,16] 2,43+0,14f 1,75+0,05h  1,35+0,02e
A/A AOVE 0,50+0,02b 0,34+0,02b 0,15+0,01b 0,32+0,01b
Agua 1,69+0,03 e 1,23+0,06 ¢ 0,54 +0,02 de 0,76 +£0,1c

*Las comparaciones se realizaron entre los tratamientos de una misma hortaliza.
**Los promedios seguidos de letras iguales no son significativamente diferentes (p>0,05).

Los valores iniciales cuantificados en las hortalizas fueron de 3,66 umol ET/g m. h. en la patata,
1,34 umol ET/g m. h. en la berenjena, 0,52 umol ET/g m. h. en el tomate y 3,51 umol ET/g m. h.
en la calabaza. Por su parte la CA de los lotes de aceite empleados con cada hortaliza fue de
1,17, 2,27, 0,47 y 1,31 umol ET/g m. h. para los ensayos con patata, berenjena, tomate y

calabaza, respectivamente (Tabla 4.2-1).

En el estudio con el ABTS se observa que la tendencia general, es a incrementar la CA de las
hortalizas como efecto de la aplicacion de las técnicas culinarias (Fig. 4.2-1). El fendmeno
persistente y constante al igual que en el método DPPH es que, al final de los ensayos, esta
propiedad siempre fue superior a la CA inicial de la hortaliza cruda, a excepcién de la calabaza
procesada por todas las técnicas en la que todos los valores encontrados fueron
significativamente (p < 0,05) inferiores a los de la hortaliza cruda (fritura y coccidon AA) pero
superiores al medio de transferencia de calor. A continuacidn se detallan los cambios generados

tras la aplicacion de cada técnica culinaria.
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Durante la fritura se generd un incremento estadisticamente significativo (p < 0,05) de la CA
respecto a la hortalizas crudas en la patata (10,13 pumol ET/g m. h.), la berenjena (18,19 pumol
ET/g m. h.) y en el tomate (11,06 umol ET/g m. h.), pero una reduccién en la calabaza (1,72 pmol
ET/g m. h.).

Durante el rehogado y la coccidn se generd el mismo efecto sobre la CA de las hortalizas que en
la fritura. El rehogado provocd cambios con significado estadistico (p < 0,05) en todas las
hortalizas que estuvieron orientados hacia el incremento en la patata (4,91 umol ET/g m. h.),
berenjena (3,43 umol ET/g m. h.) y en el tomate (0,81 umol ET/g m. h.) y hacia la reduccién en la
calabaza (2,96 umol ET/g m. h.).

En la coccidn AA los incrementos y el descenso se desplegaron en las misma hortalizas que en el
rehogado pero con valores de 5,67 umol ET/g m. h. en la patata, 2,43 umol ET/g m. h. en la
berenjena, 1,75 pmol ET/g m. h. en el tomate y 1,35 pumol ET/g m. h. en la calabaza. Durante la
coccidn, se midié un incremento estadisticamente significativo (p < 0,05) de los equivalentes de
Trolox respecto a las hortalizas crudas en la berenjena (4,1 umol ET/g m. h.) y el tomate (1,75
umol ET/g m. h.), y una reduccién en la patata (2,57 umol ET/g m. h.) y la calabaza (2,81 umol
ET/g m. h.).

Del mismo modo que en el estudio con el DPPH, el incremento de la extractabilidad de los
compuestos antioxidantes, que es favorecida por la destruccidn térmica de la pared celular y de
los compartimientos subcelulares (Martinez—Hernandez et al., 2013) condicioné el incremento
de la concentracidon de compuestos antioxidantes cuantificados en las hortalizas y con ello el

incremento simultaneo de la CA.

Acorde con los resultados de este estudio, que muestran incrementos en la CA, son los
presentados por (Adefegha And Oboh, 2011) en hojas verdes comestibles hervidas, y los
expuestos por Miglio et al. (2008) en zanahorias y calabacines hervidos, salteados y cocidos al
vapor. Por el contrario, en el estudio de Danesi and Bordoni (2008) se observé la reduccion de la

CA medida por el método ABTS (20 %) en tomates hervidos respecto a los frescos.
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12 1 Patata

R |

Berenjena

Tomate
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Figura 4.2-1. Capacidad antioxidante por el método ABTS en las fracciones de hortaliza, AOVE y

agua obtenidas en crudo y tras la aplicacién de cuatro técnicas culinarias (n = 3).
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Las clasificaciones en orden decreciente de las técnicas culinarias segln la CA medida en cada
vegetal procesado fueron, para la patata “fritura > coccidon AA > rehogado > crudo > coccién”, en
la berenjena “coccidn > rehogado > coccidn AA > fritura > crudo”, “fritura > coccién > coccion AA

> rehogado > crudo”, y en la calabaza “crudo > rehogado > coccion > fritura > coccién AA”.

Como se puede observar en los “ranking” expuestos, con los datos obtenidos con el método
ABTS en las fracciones de hortaliza no se encontrd una tendencia general clara que diera indicio

de una clasificacion de las técnicas culinarias aplicable a las cuatro hortalizas

Las limitaciones del método ABTS pudieron contribuir a que en el estudio de la CA solo hayan
sido establecidas claramente las diferencias mas marcadas por ejemplo entre crudos y
procesados o incluso entre fritos, pero que las mas sutiles entre las distintas técnicas culinarias
no hayan sido correctamente diferenciadas, por ejemplo entre el crudo y las dos modalidades de

coccidén o entre éstas ultimas y el rehogado.

Un efecto parecido fue observado por Gahler, Otto and Bohm, (2003) quien realizé estudios para
determinar el efecto de diferentes etapas de la elaboracién de productos a base de tomate
sobre la CA determinada por los métodos ABTS y FRAP, donde hicieron referencia que no todos
los efectos de las temperaturas y los procesos ensayados fueron detectados por ambos
métodos. El aumento durante la homogeneizacidon y el horneado a 180, 200 y 220°C se
detectaron con el método FRAP y no con el ABTS. Pero con el ABTS se cuantificaron los cambios
mas intensos, por ejemplo los ocurridos a partir de los 200°C, y los de mayor magnitud como los

originados durante la elaboracion de salsa y de sopa solo fueron perceptibles con el test.

Como se aprecia en la Fig. 4.2-1, cuando se comparan los valores finales cuantificados en la
fraccion de hortaliza respecto a los del medio de transferencia de calor, sea aceite, agua o la
mezcla de ambos, siempre fueron superiores los de la primera, excepto en la coccion de la
berenjena en donde el agua de proceso mostré mayor CA que la hortaliza cocida. Tuvieron
significado estadistico (p < 0,05) tanto las diferencias mas notorias como las observadas en la
patata y en la calabaza como en las menos aparentes como las de algunos tratamientos

culinarios de la berenjena y el tomate.
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En la fraccién de aceite, las muestras de AOVE presentaron los menores valores de equivalentes
de Trolox como resultado de la incorporacién de aceite y/o sus compuestos antioxidantes por la
hortaliza; asi como por efecto de la disolucién de estos compuestos desde el aceite hacia el agua
de coccidn en conjunto con la destruccién y transformacién de antioxidantes por las elevadas

temperaturas (Martinez—Hernandez et al., 2013).

Durante el rehogado hubo cambios estadisticamente significativos (p < 0,05) en el AOVE,
reducciones en los casos de la patata (0,89 umol ET/g m. h.) y calabaza (0,72 umol ET/g m. h.) e
incrementos en la berenjena (0,27 umol ET/g m. h.). En el aceite del rehogado del tomate se
conservé la CA inicial del aceite crudo, pues el aumento detectado no fue estadisticamente
significativo (p > 0,05). Tras la fritura el nimero de incrementos y reducciones estadisticamente
significativas (p < 0,05) se igualaron. Hubo reduccién en el AOVE del proceso de la berenjena
(1,52 pmol ET/g m. h.) y la calabaza (1,17 umol ET/g m. h.), e incrementos en la patata (5,37
pmol ET/g m. h.) y el tomate (0,85 pumol ET/g m. h.)

Durante la coccién en mezcla AA hubo reduccién estadisticamente significativa (p < 0,05) en la
CA del AOVE que acompafié el procesamiento de la patata (0,5 umol ET/g m. h.), de la berenjena
(0,34 umol ET/g m. h.), el del tomate (0,15 umol ET/g m. h.), y de la calabaza (0,32 pmol ET/g m.
h.). Por ende, se considera en este caso que parte de los fenoles que dan origen a esta

propiedad migraron hacia el agua de coccion.

Efectivamente, en la modalidad de coccidon AA la fraccidon de agua resulté enriquecida (1,69,
1,23,0,54 y 0,76, umol ET/g m. h., en la patata, berenjena, tomate y calabaza, respectivamente)
(Fig. 4.2-1), hasta valores inferiores a las hortalizas procesadas, pero significativamente
superiores (p < 0,05) a los del AOVE. También resulté enriquecida tras la coccién con valores
significativamente inferiores a los de la hortaliza cocida (0,62, 0,89, 0,29 y 0,25 umol ET/g m. h.

en la patata, berenjena, tomate y calabaza, respectivamente).

La CA cuantificada por el método DPPH mostrd una correlacidn significativa (p > 0,05) pero con
valor bajo (r = 0,51) con el contenido de fenoles totales (Tabla 4.1-2). En otros estudios se ha
encontrado una correlacidn positiva significativa entre el contenido de polifenoles y el método
ABTS, como es el caso de patatas cocidas (r=0,93) (Rautenbach et al., 2010) y en AOVE los datos
de capacidad antioxidante obtenidos por este método mostraron la mejor correlacién con la

concentracién de fenoles totales (r* = 0,89) (Samaniego-Sanchez et al., 2007).
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En la técnica que usa el radical sintético ABTS, a diferencia de la que usa el DPPH, el radical tiene
mayor afinidad por compuestos solubles en agua y generalmente, en alimentos, se obtienen
cuantificaciones superiores a las del método DPPH que esta disefado para la prueba de
sustancias apolares y que es mas selectivo en la reacciéon con donadores de H. Por lo expuesto,
en este estudio se considera que la tendencia a lecturas superiores por el método ABTS en
algunos de los ensayos culinarios fueron el resultado tanto de la mayor aplicacién alimentaria
del método; como de la cuantificacidon de otras sustancias polares diferentes a los fenoles en las
fracciones estudiadas (aceite, agua y patata), ya que el radical ABTS tiene poca selectividad en la
reaccién con donadores de atomos de hidrégeno y ademas de reaccionar con los fenoles, tiene
afinidad por cualquier compuesto aromatico hidroxilado (acidos aromaticos)
independientemente de su potencial antioxidante real (Huang et al., 2005; Roginsky ans Lissi,

2005).

A pesar de lo anterior, en experimentos como el que se platea en este estudio, en donde no solo
se estudian alimentos cuya composicidén mayoritaria consiste en agua, sino también se incluyen
materias primas como el AOVE, cuya composiciéon es lipidica, y productos elaborados con
diferentes proporciones de agua y grasa, es importante valorar la versatilidad del método
seleccionado para la evaluacién de la capacidad antioxidante, pues la aplicacién de un método
tan enfocado al analisis de compuestos hidrosolubles como el ABTS no dard un panorama
completo de la CA generada por fenoles cuya polaridad es variada, sobre todo con los
correspondientes al AOVE (por ejemplo pinorresinol) y algunos presentes en las hortalizas
(fenoles de hidrofobicidad intermedia como rutina y acido clorogénico), que a pesar de ser
hidrosolubles por naturaleza, el grado en que cada uno de ellos despliegan esta propiedad es
propiedad (Abushita et al., 2000; Sacchi et al., 2002; Danesi and Bordon, 2008; Valverdu-
Queralt, et al., 2012).
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4.3. Evaluacion de la capacidad antioxidante con el método FRAP.

Este método mide la habilidad del Hierro como agente reductor a pH basico del complejo férrico
2,4,6-tripiridil-s-triazina (Fe**- TPTZ) a la forma ferrosa (Fe**- TPTZ) desarrollando una intensa
coloracién azul. La variacién de la absorbancia a 593 nm estd directamente correlacionada con la
potencia de reduccion del antioxidante donador de electrones presente en la reaccion (Benzie

and Strain, 1996)

Los datos de la CA determinada por este método en todas las fracciones de las cuatro hortalizas
oscilaron entre los 0,03 pmol ET/g m.h. del agua de coccion de la calabaza y los 99,17 pmol ET/g
m.h. del agua de coccién de la berenjena. Con la aplicacién de este test se observaron valores
excesivamente altos en algunos de los ensayos con berenjena, en la fraccién del agua de la

coccién y de la coccidn AA, asi como en la hortaliza frita (Tabla 4.3-1).

Los valores de CA en los alimentos crudos que sirvieron como parametro de referencia en la
valoracion de los incrementos (Fig. 4.3-1) ascendieron a 0,68 umol ET/g m.h. en la patata, 1,41
umol ET/g m.h. en la berenjena, 2,02 umol ET/g m.h. en el tomate y 1,27 umol ET/g m.h. en la
calabaza, mientras que en el aceite crudo se midieron valores de 1,44, 2,45, 0,86 y 2,44 umol
ET/g m.h. en los lotes destinados al procesamiento de la patata, berenjena, tomate y calabaza,

respectivamente.

Con la determinacion de la CA por el método FRAP en las muestras sdlidas obtenidas tras la
aplicacion de las técnicas culinarias en las cuatro hortalizas de este estudio se mantuvieron las

tendencias descritas en los métodos ABTS y DPPH:

- A incrementar la CA de la fraccion sélida respecto a la cuantificada en las hortalizas
crudas. Siendo el tomate cocido por las dos modalidades y la calabaza cocida AA los

Unicos casos en que hubo reduccidn significativa (p < 0,05) de este parametro.

- A encontrar valores mas elevados de CA en la fraccién de hortaliza que en su respectivo
medio de transferencia de calor (aceite, agua, agua/aceite), la excepcidén en este caso
fueron las fracciones de berenjena cocida y cocida AA, en donde el valor final de CA fue

inferior al del agua de coccién (Fig. 4.3-1).
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Tabla 4.3-1. Capacidad antioxidante medida por el método FRAP en las fracciones de hortaliza,
AOVE vy agua, obtenidas en crudo y tras aplicar cuatro técnicas culinarias. Cada valor promedia

tres repeticiones (n = 3).

Hortaliza
Parametro Cﬁ::;:; Fraccion Patata* Berenjena Tomate Calabaza
& Hortaliza 0,68 + 0,01b 1,41 £ 0,08ab 2,02 +0g 1,27 + 0,06¢c
£ Crudo AOVE 1,44 +0,11d 2,45 +0,14ab 0,86 £ 0,01de 2,44 +£0,08e
'§ Agua 0+0a™* 0+0a 0+0a 0+0a
g Hortaliza 1,78 + Of 38,88 +1,02d 16,97 + 1,05i 8,1+0,59¢
:: Fritura AOVE 1,51+0,01de 2,21 +0,08ab 2,31+0,13gh 2,84 +0,69f
é Agua - e mmeeee meeee-
w Hortaliza 1,54 +0,17e 2,69 +£0,28b 2,43 £0,03h 2,78 £ 0,05f
§ Rehogado  AOVE 0,6 +0,05b 0,33+0,01ab 1,38 + 0,09f 1,55 + 0,06d
1] Agua e e e e
-"E Hortaliza 0,88 +0,02c 10,42+0,82c 0,57 +0,04cd 1,22 + 0,03
:§ Coccidon AOVE e e e e
_<E Agua 0+0a 66,86 £ 2,67e 0,15 £ 0ab 0,03 +0a
§ Coccidon Hortaliza 0,93 +0,03c 10,13 £ 0,49c¢ 1,09 + 0,04ef 0,56 + 0,05
g A/A pove 2,06£0,07g  0,25%0ab  0,41+0,03bc  0,42%0,2b
“ Agua 0+ 0a 99,17+6,11f  0,53+0,05cd 0,47 +0,02b

*Las comparaciones se realizaron entre los tratamientos de una misma hortaliza.
**Los promedios seguidos de letras iguales no son significativamente diferentes (p>0,05).

En la fraccion de hortaliza, el efecto que origind cada técnica culinaria y que se vislumbra

graficamente en la Fig. 4.3-1 se detalla a continuacion.

En la fritura, claramente se observan incrementos de la CA respecto a la hortaliza cruda a raiz del

procesamiento culinario, estos incrementos resultaron significativos tras la valoracidn
estadistica. Las cuatro hortalizas resultaron enriquecidas hasta niveles de 1,78 umol ET/g m.h.
en la patata, 38,88 umol ET/g m.h. en la berenjena, 16,97 umol ET/g m.h. en el tomate y 8,1

pmol ET/g m.h. en la calabaza.

Durante el rehogado los incrementos no fueron tan marcados como los observados en la fritura,
de manera que los cuantificados en la patata (1,54 umol ET/g m.h.) y la calabaza (2,78 umol ET/g
m.h.) no fueron lo suficientemente grandes como para generar diferencias estadisticamente

significativas (p > 0,05), por el contrario, en la berenjena (2,69 umol ET/g m.h.) y el tomate (2,43
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pumol ET/g m.h.) estas diferencias fueron mas marcadas (p < 0,05) y resultaron estadisticamente
significativas, por ello, se consideré que en estos dos casos las concentraciones iniciales se

mantuvieron inalteradas por el tratamiento culinario.

La tendencia a incrementar el valor de equivales de Trolox en la hortaliza que fue detallada en
las dos técnicas anteriores, se mantuvo en la coccidon AA, sin embargo se vio atenuada por la
presencia de una reduccion con significado estadistico (p < 0,05) en la calabaza cocida (0,56
umol ET/g m.h.) y la falta de diferencia estadistica significativa (p > 0,05) tras el incremento
cuantificado en el tomate (1,09 pumol ET/g m.h.). El incremento fue significativo en las dos
hortalizas restantes con magnitudes que alcanzaron los 0,93 y 10,13 umol ET/g m.h. para la

patata y la berenjena, respectivamente.

En la coccidn se presentaron por igual incrementos y reducciones. Los incrementos en la patata
(0,88 umol ET/g m.h.) y en la berenjena (10,42 umol ET/g m.h.), siendo en ambos casos
significativos (p < 0,05), mientras que las reducciones, fueron significativas solo en el ensayo con
tomate (0,57 umol ET/g m.h.) y por lo tanto, no causaron diferencia significativa (p > 0,05)

respecto a la CA de la hortaliza cruda en la calabaza (1,22 umol ET/g m.h.).

En los resultados de la CA medida por el método FRAP si fue posible vislumbrar una
categorizacion de las técnicas culinarias, ya que en tres de las cuatro hortalizas ensayadas
(patata, tomate y calabaza) se reprodujo la misma clasificacion de las técnicas culinarias de
acuerdo a la magnitud de la CA (Tabla 4.3-1). De manera que el alimento frito mostré mayor
capacidad antioxidante que el rehogado, y este a su vez que el cocido. La CA de la fraccidn
obtenida de la coccidn AA fue inferior a la coccion en el caso de la calabaza, pero en la patata y
el tomate las dos modalidades de coccién no fueron significativamente diferentes entre si (p >
0,05). En la berenjena la secuencia descrita no se repitid, si bien, la CA de la muestra frita fue
superior a las muestras procesadas por el resto de técnicas, las muestras cocidas por ambos

métodos fueron superiores a las rehogadas.

Otros autores observaron incrementos en la CA medida por el método FRAP en brdécoli hervido y
asado a la parrilla de 2,9 a 5,4 veces respecto a la hortaliza cruda, incluso durante el hervido a
pesar de la lixiviacién de compuestos fendlicos hacia el agua de coccion (Martinez-Hernandez, et
al., 2013). En la calabaza se observé un efecto positivo sobre la CA con el hervido, asado y fritura

(Dini, Tenore and Dini, 2013). Por su parte Pellegrini et al. (2009) reporté resultados variables
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gue dependian de la hortaliza y del método culinario aplicado, por ejemplo, en brasicaceas,
patatas, calabacines y zanahorias el hervido incrementd la CA, pero lo redujo en la coliflor y
calabacines. Este autor también encontrd incrementos en las mismas hortalizas cuando fueron

elaboradas por fritura de inmersion, pero reduccién durante la fritura en superficie (salteado).

Volden et al. (2009) encontrd una reduccién de la CA y de las variables relacionadas con esta
(contenido de fenoles totales) en coliflor de diversas variedades y establecid el siguiente ranking
de orden descendente de acuerdo a la magnitud de las reducciones encontradas: hervido >
escaldado > coccion al vapor. En todos estos casos fue encontrada la reduccion en los
parametros relacionados con la capacidad antioxidante en el agua de proceso. Y en algunos
casos las recuperaciones totales de FRAP, ORAC y fenoles totales fueron significativamente

superiores al 100%.

En la fraccion de hortaliza procesada fueron cuantificados valores de CA mas altos que los de su
respectivo medio de transferencia de calor (aceite, agua, agua/aceite). Fueron superiores a los
del aceite de proceso, excepto en la coccion AA de la patata, en donde el aceite superd a la
hortaliza, y en el del rehogado de la berenjena en donde no hubo diferencia estadistica
significativa entre la hortaliza y el aceite (p > 0,05). También fue superior la CA de la hortaliza
respecto a la del agua de proceso en la coccién AA y la coccidn, las excepciones fueron, el agua
de coccién por ambas modalidades en los ensayos con berenjena, en donde el agua fue mas
antioxidante que la hortaliza, y la de la coccién AA de la calabaza que fue tan antioxidante como

la hortaliza procesada (Fig. 4.3-1).

Con referencia a la fraccion de AOVE incluido en los experimentos, también se puede observar
(Fig. 4.3-1) que tiende a mantener o reducir la capacidad antioxidante respecto a la medida en

el alimento crudo.

Las variaciones que no tuvieron significado estadistico en la fritura (p > 0,05), fueron el
incremento en el AOVE del ensayo con la patata (1,51 umol ET/g m.h.), y la reduccién en el del
proceso de la berenjena (2,21 umol ET/g m.h.). En el aceite del rehogado hubo dos reducciones
estadisticamente significativas (p < 0,05), las del proceso con patata (0,06 umol ET/g m.h.) y con
calabaza (1,55 pumol ET/g m.h.), y dos cambios sin significado estadistico (p > 0,05) la reduccidn
tras el rehogado de la berenjena (0,33 pmol ET/g m.h.) y el incremento con el tomate (1,38 pmol

ET/g m.h.).

256



Resultados y Discusidn

En la coccidn AA hubo tres casos de reduccion en el aceite recuperado del proceso pero solo una
fue significativa, la del aceite de proceso con calabaza (0,42 umol ET/g m.h.), mientras que las
variaciones de la CA de los aceites del proceso con berenjena (0,25 pmol ET/g m.h.) y tomate

(0,41 umol ET/g m.h.) no tuvieron significado estadistico (p > 0,05).

Se observaron tres casos en donde hubo un incremento significativo (p < 0,05): el del aceite de la
coccion AA de la patata (2,06 umol ET/g m.h.), y los de la fritura del tomate (2,31 pumol ET/g
m.h.) y la calabaza (2,84 pmol ET/g m.h.).

Las reducciones de la CA del AOVE encuentran explicacion en la asociacidn que existe de esta
caracteristica con la concentracién de fenoles totales (r = 0,70) (Tabla 4.1-2), y la reduccién de
estos por oxidacidn, polimerizacion, por la dilucidon hacia la hortaliza o hacia el agua. Este ultimo
efecto es puesto en evidencia por el incremento de las concentraciones de fenoles propios del
AOVE como la Oleoeuropeina y el Pinorresinol observadas en el agua de proceso que han sido

detallados en los apartados anteriores (3.2.1) para explicar este evento.

Sin embargo, los incrementos de la CA del AOVE procesado respecto a la de las muestras frescas,

aunque representan casos aislados, se repiten a lo largo de este estudio.

La explicacién no es sencilla de abordar, pues, el AOVE al no presentar una matriz estructural
como es el caso de las hortalizas, no hay posibilidad de atribuir el incremento de la CA al
aumento de la concentracién de antioxidantes por ruptura de estructuras o por liberaciéon de
moléculas fendlicas de las redes de fibra. Sin embargo se ha postulado que el incremento de
temperatura durante la aplicacion de las técnicas culinarias, puede producir una rotura
supramolecular de los puentes glicosidicos entre las fracciones fendlicas y los azucares (Bunea et
al., 2008), lo que puede explicar el incremento de la concentracidn de fenoles observadas en
algunas muestras de aceite procesado (el recuperado de la fritura del tomate y la calabaza, y el
del rehogado de la segunda) y por ende también el incremento de la capacidad antioxidante. El
procesamiento doméstico altera la estructura quimica de compuestos antioxidantes lo que hace
posible la conversion de fenoles insolubles en formas mas solubles (Cohen, Sakihama, and

Yamasaki, 2001).
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Incluso, el aumento de la CA sin el incremento simultaneo del contenido de antioxidantes ya ha
sido previamente referido, y es que ciertos polifenoles parcialmente oxidados aumentan sus
propiedades antioxidantes, este incremento puede atribuirse a su m ayor habilidad de donar un
atomo de hidrégeno del grupo hidroxilo aromatico a un radical libre y/o a la capacidad de su
estructura aromatica de soportar el electron desapareado a través de la deslocalizacién

alrededor del sistema electrdnico mt (Nicoli et al., 1999).

En la fraccién de agua de la coccidn AA, la tendencia de la CA cuantificada por el método FRAP
respecto a la CA del AOVE correspondiente, fue a disminuir o mantenerse sin cambio tras el
ensayo culinario. Hubo una disminucion neta en la patata (0 umol ET/g m.h.), tomate (0,53 umol
ET/g m.h.) y calabaza (0,47 umol ET/g m.h.), que solo fue estadisticamente significativa (p < 0,05)
en la segunda hortaliza y un incremento con significado estadistico (p < 0,05) en la berenjena

(99,17 umol ET/g m.h.).

Como se observa en la Fig. 4.3-1, la fraccion de agua de las dos modalidades de la técnica de
coccion fue a ganar CA tras el tratamiento culinario. La tendencia de esta fraccion en la coccion
AA fue expuesta en el parrafo anterior, y en la coccién, como ya se menciond, la CA del agua fue
inferior a la de la fraccion sélida recuperada del proceso, con valores de 0 4 mol ET/g m.h. en la
patata, 66,86 umol ET/g m.h. en la berenjena, 0,15 pmol ET/g m.h. en el tomate y 0,03 pumol
ET/g m.h. en la calabaza. En el agua de coccidn de la patata y el tomate, el efecto antioxidante
adquirido con la aplicaciéon de las técnicas culinarias fue tan bajo que no hubo diferencia
significativa (p > 0,05) respecto al agua cruda, pero en la calabaza y la berenjena si lo fue (p <

0,05).

En este trabajo la ausencia de actividad antioxidante en el agua de coccidn de los vegetales no
necesariamente indica la falta de migraciéon neta de las sustancias que la originan desde la
hortaliza o el aceite hacia el agua (como ha sido comprobado). Mejor dicho, probablemente
muestra la desaparicion de los compuestos antioxidantes recién incorporados (fenoles
principalmente) como resultado de una degradacidon tan acelerada que superd la tasa de
solubilizacién. Este fendmeno fue demostrado por Mc Dougall, Dobson and Jordan-Mahy (2010)
qguienes encontraron durante la aplicacién de tratamientos hidrotérmicos en ruibarbo una
cinética de cambios en la CA y el contenido de fenoles totales del agua de proceso que consistid
en un incremento de la concentracidén de los compuestos, seguido de una estabilizacion v, tras

mayores tiempos de procesamiento (20-30 min), el descenso de estos parametros.
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Figura 4.3-1. Capacidad antioxidante por el método FRAP en las fracciones de hortaliza, AOVE y

agua obtenidas en crudo y tras la aplicacién de cuatro técnicas culinarias (n = 3).
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También se encontrd una correlacion significativa (p < 0,05) y mas robusta (r = 0,70) con el
contenido de fenoles totales, que la desplegada por el método ABTS pero que no supera la del
método DPPH (Tabla 4.1-2). En el estudio con berenjenas se han descrito correlaciones
significativas entre la CA (FRAP) y el contenido de Acido Clorogénico y sus derivativos (Devanand,
2012) y en patatas cocidas se encontrd una correlacidn significativa positiva entre el contenido

de polifenoles y el método FRAP (r=0,95) y ABTS (r=0,93) (Rautenbach et al., 2010)

Los resultados obtenidos en este estudio por los métodos FRAP y DMPD también estuvieron
significativamente (p < 0,05) correlacionados (r = 0,76). Ambos ensayos suelen usarse en
conjunto en el estudio del efecto del procesamiento doméstico sobre la CA. El primero para
determinar la capacidad reductora de una muestra y el segundo para evaluar la actividad
captadora de radicales libres (Dini, Tenore and Dini, 2013). Los compuestos antioxidantes, como
los polifenoles, pueden ser agentes reductores del Hierro Férrico muy eficientes, pero algunos
no son eficientes captadores de radicales DPPH a causa de obstaculos estéricos (Dini, Tenore and

Dini, 2010).

4.4. Evaluacion de la capacidad antioxidante con el método DMPD.

Este test asegura la sensibilidad y reproducibilidad en la cuantificaciéon de la actividad
antioxidante de compuestos hidrofilicos, aunque existen reportes de que también es eficaz para
evaluar los liposolubles (Corral-Aguallo et al., 2008; Rodriguez-Nogales et al., 2011). La eficacia
del método DMPD en alimentos fue evaluada inicialmente en muestras de vino italiano ya que la
CA de esta bebida proviene casi exclusivamente de la cantidad de compuestos fendlicos

presentes (Fogliano et al., 1999a).

Los valores de la CA cuantificados por este método en todas las fracciones, oscilaron en el rango
comprendido entre el minimo encontrado en el AOVE recuperado del rehogado de la berenjena
(0,49 umol ET/g m.h.) y el maximo (15,54 umol ET/g m.h.) cuantificado en la patata cruda. Las
magnitudes se agruparon de acuerdo a la fraccidon analizada con los valores mas altos en la

hortaliza, los intermedios en el AOVE y los mas bajos en el agua de coccidn (Tabla 4.4-1)
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Los niveles en los alimentos crudos ascendieron a 15,54 umol ET/g m.h. en la patata, 3,25 pumol
ET/g m.h. en la berenjena, 3,95 umol ET/g m.h. en el tomate, 7,47 umol ET/g m.h. en la calabaza,
y en cada uno de los lotes de los aceites de partida la CA tomo valores de 2,65, 5,83, 6,42 y 9,49

pmol ET/g m.h., respectivamente.

En las fracciones de hortaliza la tendencia tras la aplicaciéon de las técnicas culinarias fue a

incrementar o conservar la CA de las muestras crudas (Fig. 4.4-1).

Durante la coccidn se encontrd el mayor nimero de valores significativamente superiores (p <
0,05) respecto a la hortaliza cruda, en los casos de la berenjena (5,57 umol ET/g m.h.), tomate
(6,51 umol ET/g m.h.), y calabaza (10,21 umol ET/g m.h.), mientras que la coccion redujo
significativamente (p < 0,05) los equivalentes de Trolox en la patata (6,21 umol ET/g m.h.). A
esta técnica le siguid la coccion AA en cuanto a niumero de casos de incremento significativo que
correspondieron a la patata (6,43 umol ET/g m.h.) y el tomate (4,83 umol ET/g m.h.), en la
berenjena el incremento no fue significativo (p > 0,05) y en la calabaza hubo reduccién respecto

a la CA de la hortaliza cruda (6,62 umol ET/g m.h.).

La fritura es la técnica en la que han sido observados el mayor nimero de incrementos en todos
los pardmetros estudiados, sin embargo en el caso de la CA cuantificada por este método no fue
asi. Todos los cambios fueron estadisticamente significativos (p < 0,05) pero solo se registraron
dos incrementos, el observado en la berenjena (8,8 umol ET/g m.h.) y el del tomate (9,53 umol
ET/g m.h.), y dos descensos, el de la calabaza (10,72 umol ET/g m.h.) y la patata (7,73 umol ET/g
m.h.).

En las hortalizas rehogadas el Unico incremento estadisticamente significativo (p < 0,05) fue el
verificado en la berenjena (4,82 umol ET/g m.h.). La CA de la patata (11,34 umol ET/g m.h.) y el
tomate (3,49 umol ET/g m.h.) cambiaron significativamente (p < 0,05) pero a la baja, y en la
calabaza la falta de significado estadistico (p > 0,05) en el incremento (7,9 umol ET/g m.h.) la

hizo semejante a su contraparte cruda.
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Como se ha expuesto, el fendmeno de incremento de la CA es congruente con el hecho de que
los tratamientos térmicos aumentan la disponibilidad de los antioxidantes por los fendmenos de
lisis celular y por la liberacidon de compuestos fendlicos ligados a la red fibrosa de la matriz de los
alimentos, lo que daria explicacidn satisfactoria a los incrementos observados en la CA (Navarre,
2010; Oboh, Raddatz and Henle, 2008; Blessington et al., 2010; Zhang et al.,, 2011; Lutz,
Henriquez y Escobar, 2011), pese a la correlacién no significativa del método con la

concentracion de fenoles totales (Tabla 4.1-2).

Tabla 4.4-1. Capacidad antioxidante medida por el método DMPD en las fracciones de hortaliza,
AOVE y agua, obtenidas en crudo y tras aplicar cuatro técnicas culinarias. Cada valor promedia

tres repeticiones (n = 3).

Técnica

. Fraccion
culinaria

metro

Patata*

Berenjena

Tomate

Calabaza

o Hortaliza 15,54+0,57h  3,25+0,4c  3,95+0,14e 7,47 +0,32e
2 Crudo  AOVE 2,65+0,19d  9,49+0,537h  583+0,44g  6,42+0,27d
13 Agua 0+0a 0+0a 0,07 + 0a 0+0a

2 Hortaliza 7,73+0,04f  8,8+0,21g 9,53+0,19i 10,72 + 0,28b
z Fritura  AOVE 2,34+0,16c  3,78+0,16d  1,62+0,06b 6,99 +0,27b
5, Agua - e s e

[ Hortaliza 11,34+0,64g  4,82+0,16e 3,49 +0d 7,91+0,1e
2 Rehogado  AOVE 0,86+0,06b  049+0,04a  2,76+0,08c  2,62+0,17c
% Agua - e meemee mmeeen

E Hortaliza 6,21 te 557+0,26f  651+0,43h 10,21 +0,89f
3 Coccibn  AOVE == e e e

|- Agua 0+0a 0,04 + 0a 1,47+0,05b  1,44+0,91b
;E Coccion Hortaliza 6,43 £ 0,04e 3,32+0,17cd 4,83 + 0,09f 6,62 +0,28b
g AA AOVE 0,55+0,03b  1,81+0,150  1,68+0,05b  1,35+0,07b
S Agua 0+0a 1,41+0,05b  1,58+0,07b 1,68 +0,03b

*Las comparaciones se realizaron entre los tratamientos de una misma hortaliza.
**|os promedios seguidos de letras iguales no son significativamente diferentes (p > 0,05).

Esta baja correlaciéon del test DMPD con la concentracion de fenoles totales en parte es
generada por la naturaleza del método, al igual que como ocurrié con el método ABTS, porque
de hecho los dos radicales catidnicos en que se basan ambos métodos, tienen las mismas

propiedades quimicas (Sochor et al., 2010). En vista de que el menor nimero de casos de
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incremento se encontré en las dos técnicas donde se han medido las mayores concentraciones
de fenoles y CA tras el proceso culinario (rehogado y fritura), se puede asumir que la naturaleza
y el estado de oxidacién de las sustancias antioxidantes presentes afectard su eficiencia en la

captacidon de ambos radicales catidnicos.

Se hizo una anotacidon semejante a la recién presentada, durante el estudio de la CA de las
melanoidinas del café (Borrelli et al., 2002), basada en el hecho de que conforme se incrementa
el grado de tostado, las melanoidinas presentaron menor habilidad de captar el radical DMPD"" y
ABTS™. Como explicacién el autor aludié a la naturaleza de los métodos, pues al estar basados
en una la actividad disruptora de cadena, proporcionan una medida cinética. Por lo tanto, la
cuantificacidon de la actividad disruptora de cadena da una estimacion de la captacion de los
compuestos mas reactivos, es decir los mas “rapidos” dejando de lado la cuantificacién de los

mas “lentos”.

Mientras que otras técnicas que valoran el potencial redox, dan medidas termodindmicas que
indican la eficiencia oxidacidn/reduccion efectiva de todos los antioxidantes presentes, incluidos

los “lentos”, que no pueden ser detectados por los métodos cinéticos (Anese and Nicoli, 2001).

En los casos en que se mantuvieron sin cambio los valores respecto a la hortaliza cruda se ha de
asumir que no necesariamente hubo una ausencia de solubilizacidn en conjunto con una falta de

degradacion, por el contrario, al estar estudiando un sistema dindmico hemos asumido que se

ha producido un incremento progresivo en la concentracidon de antioxidantes por las razones
antes expuestas, pero que la velocidad con la que los antioxidantes presentes se oxidaron o
degradaron fue suficiente como para evitar cualquier variacidon significativa en la CA (Mc

Dougall, Dobson and Jordan-Mahy (2010).

Desde esta postura dinamica, el caso del descenso de la CA seria explicado como un cambio del
balance hacia el extremo negativo en el momento en que se hizo la determinacién, es decir, un
punto en la cinética en donde la pérdida de CA por reduccidn de la concentracion de
antioxidantes o la pérdida de su capacidad de captar los radicales libres supera la rapidez con

que se solubilizan los mismos desde la matriz alimentaria.

263



Resultados y Discusion

En este apartado no fue posible contar con una categorizacidén Unica de las técnicas culinarias
segun la magnitud de la CA, porque el orden establecido en cada una de las hortalizas no se
generalizé (Fig. 4.4-1). En la patata la categorizacidn fue, crudo > rehogado > fritura > coccidén AA
= coccidn, en la berenjena, fritura > coccidon > rehogado > coccién AA = crudo, en el tomate,
fritura > coccién > coccién AA > crudo > rehogado, y en la calabaza, coccidn > rehogado =crudo >

fritura = coccion AA.

No encontramos una correlacion significativa (p > 0,05) entre los resultados obtenidos con el
DMPD vy la concentracidn de fenoles totales (Tabla 4.1-2), a pesar de que entre los resultados del

DMPD y el ABTS si hubieron correlaciones significativas (p < 0,05, aunque muy bajas (r = 0,52).

En la bibliografia se ha considerado que la tendencia de los resultados obtenidos por el método
DMPD son muy similares a los obtenidos en las mismas muestras por el ABTS, y que al igual que
el ABTS, este método es mds apropiado para la valoracion de la CA de compuestos hidrosolubles,
e inicialmente ha sido validado en la evaluacion de vinos por el hecho de que los compuestos
fendlicos de esta bebida son en su mayoria hidrosolubles (Fogliano et al., 1999), y en la
actualidad encuentra excelente desempefio en la evaluacién de antioxidantes provenientes de
fuentes alimentarias en estado liquido (Rivero-Pérez, Muiiiz and Gonzdalez-SanJosé, 2007) o de
sustancias puras en solucion (Centinkaya et al.,, 2012) en donde es alta la disponibilidad de

moléculas para la reaccion.

Por ello, la respuesta poco efectiva para establecer diferencias entre los métodos culinarios y la
baja correlacién con la concentracién de fenoles totales que se observé en este estudio se pueda
deber también a la mayor afinidad por los compuestos mas hidrosolubles. De esta manera, en
los estudios en donde se observa una buena correlacion con los fenoles totales es posible
postular que sea porque se ensayaron alimentos con bajo o nulo contenido de grasa, pero que
no resulte completamente apropiado su desempefio en el estudio de alimentos con contenidos
variables de lipidos como es el caso de este trabajo. Porque durante el disefio de esta técnica fue
bien establecido que el principal inconveniente del DMPD es que la sensibilidad vy
reproductibilidad disminuyen dramaticamente cuando se aplica en el estudio de antioxidantes
liposolubles como el Tocoferol y el BHT (Fogliano et al., 1999) y probablemente ocurra con los
fenoles de hidrofobicidad intermedia como han sido definidos el acido clorogénico y el
pinorresinol que juegan un papel importante en este estudio ya sea por su mayor afinidad por

los radicales libres o por la mayor proporcion relativa respecto a otros antioxidantes.
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Figura 4.4-1. Capacidad Antioxidante por el método DMPD en las fracciones de hortaliza, AOVE

y agua obtenidas en crudo y tras la aplicacidn de cuatro técnicas culinarias (n = 3).
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Los valores de DMPD en las hortalizas procesadas siempre fueron superiores a los del medio de
coccidon empleado. La calabaza frita y la obtenida tras la coccidn AA fueron los Unicos casos en

gue la CA de la hortaliza procesada fue la misma que la del aceite empleado.

Como se observa en la Fig. 4.4-1, después de la aplicacién de las técnicas culinarias, el AOVE
incluido en la fritura, rehogado y coccion AA siempre redujo significativamente los equivalentes
de Trolox, desde un punto de vista estadistico (p < 0,05), respecto a los valores del aceite

crudo, quedando en todos una actividad antioxidante residual.

En el estudio de la CA con el método DMPD, del mismo modo que ocurrié con los datos
obtenidos por el método ABTS, sucedié que a pesar de existir una tendencia constante del
aceite procesado respecto crudo, no se obtuvo una categorizacién de las técnicas culinarias
conforme a la magnitud de la CA residual que fuera comun a las cuatro técnicas. Las
magnitudes mas elevadas de CA residual se observaron en el aceite recuperado de la fritura de
la patata (2,34 umol ET/g m.h.), en el de la fritura de la berenjena (3,78 umol ET/g m.h.), en el
del rehogado del tomate (2,76 umol ET/g m.h.) y el de la coccién AA de la calabaza (6,99 pmol
ET/g m.h.). Por otro lado, las magnitudes mas bajas fueron de 0,55 pumol ET/g m.h. en el de la
coccion AA de la patata, 0,40 umol ET/g m.h. en el del rehogado de la berenjena, 1,62 pmol

ET/g m.h. en el de la fritura del tomate y 1,32 en el de la coccion AA la calabaza.

El agua de la coccidn solo presentd concentraciones detectables tras el procesamiento del
tomate (1,47 umol ET/g m.h.) y la calabaza (1,43 umol ET/g m.h.). Por otro lado, después de
aplicar la coccidon AA, el agua resulté enriquecida en los ensayos con la patata (0,21 pmol ET/g
m.h.), berenjena (1,41 umol ET/g m.h.), tomate (1,58 umol ET/g m.h.) y calabaza (1,66 umol
ET/g m.h.). Estos valores no fueron significativamente diferentes desde el punto de vista
estadistico (p > 0,05) respecto a la CA del AOVE incluido, es decir, la concentracién del agua y

del aceite no fueron diferentes al final de los procesos culinarios.
Como se observa en la Fig. 4.4-1 la excepcién fue el aceite procesado por coccién AA con la

patata, en el que la magnitud fue significativamente inferior (p < 0,05) a la del agua del mismo

proceso.
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La presencia de CA en el agua de coccidén estd relacionada con la lixiviacion de compuestos
antioxidantes desde el vegetal en el caso de la coccidn y adicionalmente desde el AOVE en el
caso de la coccidon en mezcla AA. Este efecto también ha sido evaluado por el método DMPD en
hojas de té, e incluso se ha detectado igual contenido de fenoles y CA cuando la infusién se

realiza con agua caliente o agua fria (Venditti et al., 2010).
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5. ANALISIS MULTIVARIADO.

5.1. Analisis de conglomerados (Cluster analysis).

Es una técnica de andlisis exploratorio de datos para resolver problemas de clasificacién. Su
propdsito consiste en ordenar objetos (personas, cosas, animales, plantas, variables, etc, ...) en
grupos (conglomerados o clusters) de forma que el grado de asociacion/similitud entre
miembros del mismo cluster sea mas fuerte que el grado de asociacion/similitud entre
miembros de diferentes clusters. En los métodos de clasificacién jerdrquica aglomerativa, se
parte de tantos conglomerados como el nimero de objetos a clasificar, se toman los dos mas
semejantes y se fusionan en un conglomerado que reemplaza a los dos objetos originales. El

procedimiento se repite hasta obtener un solo conglomerado (Catena, et al., 2003).

En cada caso de andlisis se obtuvo un nimero de conglomerados con base a un diagrama de
aglomeracion. El criterio de decision para definir el nimero de conglomerados fue: Cuando los
valores sucesivos entre los pasos dio un salto subito, entonces se seleccioné la solucion
conglomerativa previa a dicho salto (Lago, Mauro and Alvarez, 2000). Los objetos analizados

fueron los 20 casos resultantes al combinar las cinco técnicas culinarias con las cuatro hortalizas.

Se procedié a la eleccién del método mas adecuado para obtener una clasificacion que reflejara
una agrupacién natural de los 20 casos combinando tres métodos jerarquicos aglomerativos y tres

algoritmos de medida de la distancia entre conglomerados:

a) Métodos jerarquicos aglomerativos.
a. Meétodo del vecino mas proximo
b. Meétodo del vecino mas lejano (Complete linkage)

c. Método de Ward (Método de varianza minima)

b) Algoritmos de medida de la distancia entre conglomerados.
a. Distancia euclidiana
b. Cuadrado de la distancia euclidiana

c. City block
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5.1.1. Eleccion del método de analisis y del algoritmo de medida de la distancia entre

conglomerados.

Cuando se obtuvieron los gréficos de distancias de aglomeracién para los analisis de cada caso
considerando un solo conglomerado se determiné el nimero de clusters en el punto de la
grafica en donde los valores sucesivos entre los pasos dio un salto subito, entonces se selecciond

la solucidn conglomerativa previa a dicho salto.

En la Fig. 5.1-1 se ejemplifica la definicién del nimero de conglomerados con el grafico de
distancia de aglomeracién del método Ward usando el algoritmo city block (elegidos para este
estudio) en el que se observa como el mayor salto se encuentra en la distancia 116,94 que

corresponde a la etapa con 5 conglomerados.
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Figura 5.1-1. Grafico de aglomeracién del método de Ward para el anélisis cluster de las 20

combinaciones de técnicas culinarias y hortalizas en la etapa con cinco conglomerados.

Asi, con cada combinacidon de método con algoritmo, se procedié a obtener la respectiva
grafica de aglomeracién, a definir el nimero de conglomerados, y una vez definido, a ensayar
el caso de andlisis. En cada caso de analisis se evalud el nimero de conglomerados obtenidos,
la definicién entre ellos, el nimero de objetos cada uno, la cantidad de clusters constituidos
por un solo objeto, y la agrupacion o segregacion de los objetos de acuerdo a asociaciones con

explicaciones légicas.
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A continuacidn se muestra el resumen de los casos de analisis de conglomerados con los tres
métodos vy los tres algoritmos (Tabla 5.1-1). Al comparar los tres métodos se observd que
variaron tanto el numero éptimo de clusters, como el nimero de objetos por conglomerado. Y
los tres diferentes algoritmos para el calculo de la distancia también generaron variaciones en

estas caracteristicas.

Con el método del vecino mas préximo se obtuvo un nimero optimo de cuatro
conglomerados; sin embargo al aplicarlo en conjunto con el algoritmo city block aumenté a
cinco. También con el método del vecino mas distante combinado con los tres algoritmos se
obtuvo un nimero éptimo de cinco conglomerados. Con ambos métodos se formé un nimero
elevado de clusters individuales y el resto de observaciones se agruparon en uno solo. Por esta

razén no se consideraron adecuados para definir una clasificacion con significado practico.

Tabla 5.1-1. Grupos obtenidos en el Andlisis de Conglomerados con tres variantes de los

métodos del vecino mas proximo, vecino mas lejano y Ward en las combinaciones de técnicas

culinarias y hortalizas estudiadas.

Caso estudiado Numero de Numero de Objetos por

Conglomerados Conglomerado

Vecino mas préximo + cuadrado 4 17,1,1,1
de distancia euclidiana

Vecino mas préximo + distancia 4 17,1,1,1
euclidiana

Vecino mas préximo + city block 5 16,1,1,1,1
Vecino mas lejano + cuadrado 5 14,1,3,1,1

de distancia euclidiana

Vecino mas lejano + distancia 5 14,1,3,1,1
euclidiana

Vecino mas lejano + city block 5 14,1,3,1,1
Ward’s + cuadrado de la 5 14,1,3,1,1
distancia euclidiana

Ward’s + distancia euclidiana 5 14,1,3,1,1
Ward’s + city block > 64811

En los nueve casos estudiados, la fritura con berenjena y tomate formaron cada uno un grupo
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individual. En los casos del método del vecino mas cercano la calabaza frita también se agrupé
de esta manera. Es importante considerar la generacion del minimo nimero de clusters
formados por un solo objeto entre los criterios de eleccidon del método mds apropiado, ya que

estos casos dificultan la interpretacion de los resultados finales (Alvarez, 1995).

Con el método Ward’s (Tabla, 5.1-1) se establecieron 5 clusters, conformados de manera
semejante a los obtenidos con los otros métodos, es decir, la mayoria de ellos constituidos por
un solo objeto. Cuando se aplicéd en conjunto con el city block se redujo el numero de clusters
individuales, la composicién del resto fue mas equilibrada en cuanto a nimero de objetos y se
obtuvieron distancias entre objetos que permitieron discernir claramente tanto la relacidon

entre los primeros pares como entre los ultimos.

5.1.2. Definicién del nimero de conglomerados.

Si bien, el método de Wards en combinacién con el algoritmo city blok generé una agrupacién
mas equilibrada que el resto de métodos en cuanto a nimero de objetos por conglomerado,
aun persistid la presencia de un conglomerado excesivamente grande. Por este motivo se
procedid a afiadir un sexto y séptimo grupos (Fig. 5.1-2), asi se consiguid mejorar la resolucion
del cluster nimero tres que inicialmente contenia todas las observaciones del tomate y la

berenjena (Tabla 5.1-2).
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Figura 5.1-2. Gréfico de aglomeracion del método de Ward para el analisis cluster de las 20
combinaciones de técnicas culinarias y hortalizas estudiadas, en la etapa con siete

conglomerados.
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En el nuevo estudio con siete conglomerados las diferencias respecto a la distribucion de
objetos con el estudio de cinco, fueron que la calabaza frita se segregd en un solo grupo y que
los objetos del conglomerado tres se distribuyeron en dos grupos. En el nimero 4 con el
tomate crudo, cocido y cocido AA y en el 6 con la berenjena cruda, cocida, cocida AA y

rehogada.

Tabla 5.1-2. Grupos obtenidos en el Andlisis de Conglomerados realizado con el método de
Ward vy City Block en las veinte combinaciones de técnicas culinarias y hortalizas estudiadas,

considerando cinco y siete conglomerados.

Composicién de conglomerados

Caso Numero Numero
estudiado clusters objetos x  Calabaza* Tomate Berenjena
cluster

1 6 Cr, C, R, CA cr, C
, 2 4 F F, R, CA

:'t?,rslf,:k 5 3 8 Cr,C,R,CA Cr,C,R,CA
4 1 F
5 1 E
1 6 Cr, G, R, CA cr, C
2 1 F

SO 7 j i e Cr, C, CA

city block G
5 1 F
6 5 R Cr, C, R CA
7 1 F

*Cr= Crudo, C=Coccidn, CA=Coccion en mezcla agua/aceite, R= Rehogado, F= Fritura.

Para el propdsito de esta tesis, el método de Ward en conjunto con el calculo de la distancia

por city block facilita el estudio de la relacidn entre las variables.

A continuacién se muestra el dendrograma en donde se aprecia graficamente la configuracion
de los conglomerados (Fig. 5.1-3). Se aprecia que, a pesar de que se formd un nuevo cluster
constituido por un solo objeto, el nimero de objetos en el resto fue mas equilibrado, la
distancia entre clusters permitid6 una buena diferenciacién de los grupos, y se observo la
posibilidad real de obtener informacién con significado practico del andlisis. Adicionalmente se

proporciona la composicidon de cada cluster en la tabla 5.1-3.
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Figura 5.1-3. Dendrograma del Analisis de Conglomerados de 20 combinaciones de técnicas

culinarias y hortalizas.

Tabla 5.1-3. Grupos obtenidos del analisis de conglomerados por el método Ward en conjunto

con city block de las veinte combinaciones de técnicas culinarias y hortalizas estudiadas.

Combinacion Conglomerado

Calabaza Cruda, Cocido, Coccion AA 1
Patata Cruda, Cocida

Calabaza Fritura 2
Patata Fritura, Rehogado, Coccién AA 3
Tomate Crudo, Cocido, CocidoAA 4
Tomate Fritura 5
Tomate Rehogado 6
Berenjena Crudo, Cocido, Rehogado, Coccion AA

Berenjena Fritura 7
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La interpretacién de la clasificacién obtenida por el Andlisis de Conglomerados requiere del
conocimiento del problema analizado, una aproximacion a este conocimiento se obtiene tras la
aplicacion de pruebas de hipétesis y/o el andlisis discriminante (Gutiérrez and Gonzalez, 1991;

Santos and Pérez, 1996).

Los resultados de las pruebas de hipdtesis de las variables agrupadas de acuerdo a los
conglomerados se recogen en la Tabla 5.1-4 en donde se observa que las variables
significativamente diferentes fueron: contenido de humedad, extracto seco, DPPH, fenoles
totales, dcido galico, acido dihidroxibenzdico, acido clorogénico, acido vanillico, acido siringico,

acido o-cumadrico, oleuropeina, pinorresinol y luteolina.

En la estructuracién de los clusters se puso de manifiesto el cardcter atipico del tomate,
calabaza y la berenjena fritos al conformar cada uno un grupo independiente del resto de casos
(Fig. 5.1-3). La calabaza frita constituyd el conglomerado 2, el tomate frito el 5 y la berenjena

frita el 7.
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Tabla 5.1-4. Comparacién estadistica de los siete conglomerados formados a partir de

combinaciones de técnicas culinarias y hortalizas.

Test de Test de Test de Estudio
Normalidad * Barlett ANOVA Kruskal- Significativo
Wallis (p<0,05)
Contenido humedad 0,0004 0,01 - 0,029 Si
Contenido grasa 1,4 E-7 0,0006 - 0,164 No
Extracto seco 8,1E-5 0,0004 - 0,010 Si
ABTS 0,0004 0,21 - 0,088 No
DMPD 0,255 0,048 - 0,11 No
DPPH 2,5E-5 0,001 - 0,03 Si
FRAP 8,6 E-9 0,0009 - 0,06 No
Fenoles totales 2,8 E-11 0,24 - 0,04 Si
Ac. gélico 0,0017 0,04 - 0,034 Si
Hidroxitirosol 9,66 E-7 0,008 - 0,09 No
Ac dihidroxibenzéico 0,0028 0,04 - 0,04 Si
Tirosol 5,05 E-10 0,09 - 0,166 No
Ac. hidroxifenilacético 1E-5 8 E-6 - 0,26 No
Ac. hidroxibenzéico 5,2 E-6 0,04 - 0,08 No
Ac. clorogénico 0,0 4,1E-8 - 0,02 Si
Ac. vanillico 1,8 E-5 0,08 - 0,03 Si
Ac. caféico 0,0011 0,006 - 0,31 No
Ac. siringico 5,2 E-5 0,04 - 0,03 Si
Ac. p-cumérico 1,5 E-11 0,06 - 0,19 No
o-vanillina 8,2 E-14 8,7 E-6 - 0,58 No
Ac. o-cumérico 2,7 E-9 0,0002 - 0,02 Si
Oleuropeina 1,2 E-6 0,53 - 0,04 Si
Rutina 0,0 0,90 - 0,09 No
Pinorresinol 5,0 E-10 0,25 - 0,02 Si
Luteolina 0 0,09 - 0,02 Si
Apigenina 2,4 E-7 0,0008 - 0,44 No

* Se valord aplicando las pruebas de bondad de ajuste de Chi-cuadrada, la estadistica W de Shapiro-Wilks, la prueba

de Z para oblicuidad y para kurtosis, tomando como limite el valor de p mas bajo.
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5.1.3. Anadlisis de los conglomerados.

En la Fig. 5.1-4 a, b, ¢, y 5.1-5 se muestran los perfiles medios de las variables en los siete
conglomerados recién conformados. Se observa que el 2, 5y 7 que corresponden a la calabaza,
tomate y berenjena fritos, respectivamente, presentaron, a diferencia del resto de clusters,
niveles altos de CA medida por DPPH, FRAP, fenoles totales, acido dihidroxibenzdico,

oleoeuropeina, pinorresinol, y bajo contenido de humedad.

En si mismas, las variables antes mencionadas representan caracteristicas distintivas de los
clusters 2, 5y 7 por la magnitud en que se presentan en ellos, ya que los valores cuantificados
son singularmente altos respecto a los valores del resto de conglomerados. La excepcién a los
valores excesivamente altos, fueron la concentracion de acido dihidroxibenzdico, pinorresinol y
el contenido de humedad, que si bien, también resultaron superiores, se mantuvieron en una
escala afin al resto de cifras del estudio que les da cierta base comparativa comun con el resto

de grupos.

Los alimentos de estos clusters podrian visualizarse como “concentrados grasos de
antioxidantes”, porque ademas, comparten como caracteristica comin un elevado contenido

de grasa (Fig. 5.1-5).

Lo antes expuesto es una de las causas que provocaron que las tres hortalizas procesadas por
fritura se segregaran en clusters separados, ya que literalmente, se encuentran en niveles
distintos respecto al resto de técnicas culinarias por ser diferentes a ellas, y por ello, buscar la
agrupacion con el resto de técnicas para reducir el nimero de objetos aislados hubiera sido

Ill

una estrategia forzada que habria dado lugar a una afinidad “artificial” entre objetos.

Dado que las Figuras 5.1-4 y -5, son utiles para el andlisis detallado de los clusters 2, 5y 7
porque en ellas se diferencian claramente los perfiles de los parametros mas altos y
caracteristicos, pero tiene como consecuencia la reducciéon de la resolucién grafica de los
perfiles del resto de variables y del resto de clusters, se decidié completar el resto del andlisis
en otro conjunto de graficas en donde se elimind el sesgo que causan los datos atipicos de los
clusters individuales formados por el tomate, la calabaza y la berenjena fritos, y solo fueron

representados los conglomerados 1, 3,4y 6 (Fig. 5.1-6 a, b, cy 5.1-7).

277



Resultados y Discusidn

12
) I Ac. Galico
. ./ H tirosol
/ ==== DH benzdico
g . = = =Tirosol
/ = - = H fenilacetico
6 —— = H benzdico
) — - Clorogénico
~ = « Ac. Vanillico
.:: , Ac. Caféico
£
£ Ac. Siringico
N~
g o o
S
S 6 -
£ ¥
5 p-Cumarico
g 5
: ====0-Vanillina
o
. = « = O-Cumarico
= = Oleuropeina
3 | — - Rutina
— - Pinorresinol
2 -
Luteolina
. sesese Apigenina
Fenoles totales
0 ~—
<
£ 40 - °
o /
3 /
L ABTS
= 30 - !
- / DMPD
g /
5 0 p = === DPPH
3
E — = =FRAP
s 10 -
e
<
K=l
T 0
< 1
& 1 2 3 4 5 6 ’
o
Conglomerado

Figura 5.1-4. Perfiles medios en masa humeda (m.h.) de a) algunos fenoles individuales, b)
algunos fenoles individuales y totales y c) Capacidad antioxidante, en siete conglomerados

formados con las combinaciones de técnicas culinarias y hortalizas.
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Figura 5.1-5. Perfiles medios en masa hiumeda de pardametros bromatoldgicos, en siete

conglomerados formados con las combinaciones de técnicas culinarias y hortalizas.

Como se observa en las nuevas graficas (Fig. 5.1-6 y -7), al retirar los casos atipicos se cumplié
el cometido de mejorar la resolucion de los perfiles de los grupos mdas numerosos. Sin embargo
en la Fig. 5.1-6a se observa la persistencia de un dato cuya gran magnitud causa la
compactacién del resto de perfiles. Este dato es el del acido clorogénico del cluster nimero 6,
en donde se agrupa la berenjena cruda, rehogada y cocida por las dos modalidades, esta
observacién de magnitud tan elevada coincide con el hecho de que la berenjena es reconocida

como una hortaliza que proporciona un elevado contenido de este fenol (Hanson et al., 2006;

Nisha et al., 2009).

A pesar del efecto causado por el dato de la concentracién del acido clorogénico del cluster 6, si
fue posible proseguir con el analisis para el estudio de la agrupacion del resto de objetos. De
modo que, se observa que los cluster 1, 3, 4 y 6 tendieron a aguparse por hortaliza, pero no se
observd una separacién completa de acuerdo al vegetal, quedando asociados entre si los

cluster 1y 3, yel4con el 6 (Fig. 5.1-3).
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Figura 5.1-6. Perfiles medios en masa hiumeda (m.h.) de a) algunos fenoles individuales, b)
algunos fenoles individuales y totales y c) Capacidad antioxidante, en cuatro conglomerados

formados con las combinaciones de técnicas culinarias y hortalizas.
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Figura 5.1-7. Perfiles medios en masa hiumeda (m.h.) de parametros bromatoldgicos en cuatro

conglomerados formados con las combinaciones de técnicas culinarias y hortalizas.

Dado que se ha iniciado el analisis del cluster 6 con la referencia al elevado contenido de acido
clorogénico, se proseguird con el analisis de este y su cluster mas relacionado, el 4. En los
conglomerados 6 y 4 convergieron todas las combinaciones que incluian tomate y berenjena
excepto en su modalidad frita, que como se menciond en parrafos anteriores, formaron en si
mismas conglomerados independientes. El conglomerado 4 reunié los casos de tomate crudo,
cocido y cocido AA, en el 6 se agruparon todas las modalidades de coccidon de la berenjena y el

tomate rehogado.

El conglomerado 6 presentdé mas caracteristicas benéficas que el resto de clusters (sin incluir
los de la fritura) en conjunto con mayor contenido de grasa. Estas caracteristicas fueron: un
nivel alto de fenoles totales y fenoles especificos (acidos clorogénico, vanillico, hidroxibenzdico,
Dihidroxibendico y siringico) y de CA cuantificada por los métodos FRAP y DPPH (Fig. 5,1-6a, by
c). Cabe recalcar que todos estos valores elevados en los parametros antioxidantes se
presentaron a pesar del también elevado contenido de humedad (Fig.5.1-7), que podria haber
actuado en contra generando un efecto de dilucidn, y que, sin embargo, fue compensado por
los altos niveles de los parametros antioxidantes descritos. El cluster 4 mostré las
caracteristicas opuestas al 6, por ello se le consideré como un cluster integrado por casos con
poco aporte de sustancias antioxidantes y CA. Adicionalmente, presentd un elevado contenido

del fenol rutina, que es propio y caracteristico del tomate.
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Con respecto a los conglomerados restantes, se observa que, la asociacién que guardan los
conglomerados 1y 3, consiste en que estan incluidos todos los casos de la calabaza y la patata.
En el conglomerado 3 se agruparon la patata frita rehogada y cocida AA, todas ellas
procedentes de técnicas culinarias que incluyeron AOVE. En el cluster 1 se encuentra la patata
cruda y cocida, y todos los casos de calabaza excepto la frita que por si sola conformé un solo
cluster. El 1 y 3 son conglomerados que no contienen rutina, con niveles elevados de fenoles
totales, aci dcido hidroxibenzdico, acido o-cumarico, oleuropeina y extracto seco (Fig. 5.1-6 a,

b, cy 5.1-7).

Como recién se explico, los cluster 1 y 3 presentaron el mismo nivel elevado de fenoles totales,
pero el conglomerado 3 ostentd caracteristicas benéficas adicionales porque fue superior en
cuanto a fenoles especificos (acido clorogénico, oleuropeina, pinorresinol y luteolina) y CA
medida por el método DPPH, estos altos niveles surgieron a raiz de un efecto de concentracién
(Fig. 5.1-5 b y c). Dicho efecto fue el resultado de un menor contenido de humedad y mayor de
grasa que generd una concentracién de los compuestos antioxidantes semejante a la
observada en los casos de la fritura, pero en menor escala (Fig. 5.1-6). Este efecto se presenté
en el conglomerado nimero 3, mientras que en el 1 se observé un efecto opuesto de dilucion
determinado por un mayor contenido de humedad, junto con una reduccién del extracto seco,

esta dilucidn actud en contra de las caracteristicas benéficas, pues las redujo.

De este andlisis se puede deducir a priori que los casos de los cluster 2, 5y 7, constituidos por
la calabaza, tomate y berenjena fritos, respectivamente, son superiores al resto, porque son los
gue aportan la mayor concentracién de fenoles totales, pinorresinol, oleuropeina y poseen la

mayor CA cuantificada por los métodos DPPH y FRAP.

El conglomerado 6 le sigue en cuanto a nivel de las caracteristicas benéficas y consiste en un un
grupo que se aglomera porque la naturaleza de la hortaliza es en si misma altamente
antioxidante, sin la influencia marcada de un efecto de concentracién de los componentes

antioxidantes, como ocurrié en los conglomerados 2,5y 7.
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A este conglomerado le siguidé el 3, una agrupacidon que también proporciona beneficios,
acentuados por un efecto de concentracidén de antioxidantes en la hortaliza y un aporte de
aceite en su composicién, en el que la naturaleza del alimento no corresponde al de una fuente

de elevadas cantidades de antioxidantes como si lo fue la berenjena en el caso del 6.

Finalmente, los conglomerados 1 y 4 contienen los casos con una menor concentracién de
fenoles totales e individuales, ya sea por la naturaleza del alimento o porque las técnicas
culinarias causaron un efecto de dilucién que los perjudica (mayor contenido de humedad en

conjunto con reduccion de extracto seco) o por ambos.

Por lo tanto la eleccién de la técnica culinaria apropiada dependerd de la naturaleza del
alimento crudo, si el alimento crudo no se distingue por presentar concentraciones elevadas de
fenoles, se deben elegir técnicas culinarias que enriquezcan la composicion original, preserven
los principios funcionales originales, y promuevan un efecto de concentracién de estas
moléculas, como son la fritura y el rehogado, si el consumo de alimentos asi elaborados no es
posible por condiciones fisioldgicas especificas o porque no es recomendable una ingesta
caldrica elevada asociada a las grasas. Se puede optar por las técnicas de coccion hidrotérmicas
siempre y cuando el alimento sea consumido junto con el agua de coccién, pues al no hacerlo
de este modo, el alimento final se estard empobreciendo alin mas, en estos casos la adicién de
un volumen de AOVE mejorara el perfil inicial de fenoles y compensara las carencias propias de

la naturaleza del alimento.

Por otra parte, si el alimento crudo es una fuente natural de elevados contenidos de fenoles, el
abanico de posibilidades culinarias se amplia. La aplicacién de tratamientos culinarios que
incluyen el AOVE intensificaran los beneficios, y la aplicacién de tratamientos hidrotérmicos
como los aqui presentados no afectaran la concentracion final, de hecho, pueden incluso
intensificarla si se aplican en tiempos y proporciones de agua/alimento discretos, en estos
casos es altamente recomendable consumir el agua de coccién o usarla para procesar

hortalizas menor densidad de antioxidantes.
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5.2. Analisis discriminante

Es un procedimiento estadistico que identifica las variables que sirven para la diferenciacion de
grupos preestablecidos. Para realizarlo, se intenta hacer una combinacién lineal de las variables
que expliquen la agrupacion de las mismas (Gutierrez and Gonzalez, 1991). En cada caso de
andlisis se obtuvo un numero de funciones discriminatorias que fueron evaluadas como
satisfactorias cuando cumplian los siguientes criterios: significancia estadistica (p<0,05),

correlacion candnica (> 0,90) y porcentajes de clasificacion correcta de las muestras de 100%.

Se procedid a la obtencién de una funcidn que diferenciara segun las cinco técnicas culinarias y

entre las cuatro hortalizas de acuerdo a los siguientes casos de andlisis:

c) Considerar todas las variables de forma conjunta.

d) Considerar por separado los de valores mas significativos:

a. Fenoles
b. La capacidad antioxidante.
C. Los parametros bromatoldgicos.

e) Combinaciones de los grupos de valores.

a. Fenoles y capacidad antioxidante.
b. Fenoles y bromatoldgicos.
C. Capacidad antioxidante y bromatoldgicos.
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5.2.1 Analisis discriminante segun la técnica culinaria

En la tabla 5.2-1, se muestra un resumen del andlisis discriminante en todos los casos

estudiados segun la técnica culinaria.

Se encontrd que todas las ecuaciones fueron estadisticamente significativas (p < 0,05) en
cuatro de los siete casos estudiados, las excepciones fueron el estudio con los valores de la
capacidad antioxidante, con los pardmetros bromatoldgicos y capacidad antioxidante +

bromatoldgicos.

En los estudios con capacidad antioxidante, con bromatolégicos y en donde se incluyeron
simultdneamente ambos grupos de variables en el andlisis, se encontraron correlaciones

canodnicas que fueron inferiores al 0,9 establecido como criterio de satisfaccion.

Las ecuaciones obtenidas en los estudios con la CA, los pardmetros bromatoldgicos y los
bromatoldgicos + CA solo sirvieron para discriminar entre técnicas culinarias, en un 55, 60 y 75
% respectivamente, de las ocasiones en que fueron aplicadas para comprobar la efectividad de

su aplicacion en la clasificaciéon de los casos.

Como se observa en la Tabla 5.2-1 en los estudios con todas las variables, con fenoles, con fenoles
+ bromatolégicos y con fenoles + CA, el denominador comun entre ellos fue la presencia de los
fenoles totales e individuales en los casos satisfactorios que discriminaron al 100 % las técnicas
culinarias, de hecho los fenoles por si solos fueron suficientes para obtener ecuaciones
significativas, con altas correlaciones y que clasificaran correctamente un 100 % de los casos.
Mientras que los pardmetros bromatolégicos y la CA cuantificada por los cuatro métodos, ya fuera
juntos o por separado, no fueron suficientes para obtener ecuaciones satisfactorias que

permitieran discriminar con exactitud entre las técnicas culinarias.

A continuacion se detalla la primera y mdas importante funcidn de discriminacién de cada uno de
los cuatro modelos calculados para los casos con eficacia superior al 100 % (Tabla 5.2-2), en esta
tabla también se ejemplifica el desarrollo de la ecuacién de la funcién discriminante del modelo
obtenido con todas las variables del estudio (fenoles + CA + bromatoldgicos) a partir de los

coeficientes proporcionados.
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Las ecuaciones del resto de casos (fenoles, fenoles + bromatoldgicos y fenoles + CA) se
configurarian del mismo modo haciendo uso de los coeficientes recogidos en su columna

correspondiente.

Tabla 5.2-1. Resumen de los estadisticos del analisis discriminante segun la técnica culinaria.

No. de Probabilidad Correlacion Clasificacion Satisfactorio
Funciones (Significancia  Candnica (%)
()

Discriminantes p<0,05)

Caso estudiado

Todos los L 0,0* 0,999
Componentes 2 0,0* 0,996* 100%* Si
P 3 0,0* 0,995+
1 0,0* 0,998*
2 * *
Fenoles 3 8'8* g'g:g* 100* Si
1 0,0%* 0,835
Capacidad 2 0,0%* 0,541 55 No
Antioxidante 3 0,19 0,321
1 0,0%* 0,953*
, . 2 0,87 0,198
Bromatologicos 3 0,90 0,060 60 No
Fenoles + 1 0,0* 0,998*
2 * *
Capacidad 3 8’8* g'g:g* 100* Si
Antioxidante ! !
1 0,0* 0,998*
Fenoles + 2 0,0* 0,995* 100* i
Bromatoladgicos 3 0,0* 0,962*
Capacidad 1 0,0* 0,970%*
antioxidante + 2 0,0* 0,644 75 No
Bromatolagicos 3 0,07 0,467

* Valores que cumplen los criterios de clasificacion.
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Tabla 5.2-2. Primer funcién discriminante de los cuatro modelos analizados en el estudio segun

técnica culinaria.

Coeficientes de la Primer Funcidn Discriminante

Modelo

Fenoles + Fenoles +
Capacidad Bromatologicos
Antioxidante

Todas las
Variables

Acido gélico -14,8543 -5,5898 -8,0232 -11,0723
Hroxitirosol -5,1591 3,1259 2,9600 -2,31847
Acido dihidroxibenzéico -0,3168 -2,6755 -0,0557 -2,48256
Tirosol 3,6215 4,5770 3,2111 4,26148
Acido hidroxifenilacetico -0,9469 -1,9236 -0,7608 -1,4673
Acido hidroxibenzoico 5,8692 7,6069 4,4008 8,3669
Acido clorogénico -13,0314 -16,5705 -14,5954 -12,9544
Acido vanillico -2,4722 0,2674 -3,6617 1,9725
Acido caféico 9,0577 4,4330 7,3356 5,1836
Acido siringico -3,7933 -0,2194 1,4152 -2,8089
Acido p-cumarico -1,6268 3,8474 5,8939 -4,7241
0. vanillina 1,4246 0,3133 1,9597 -0,2536
Acido o-cumarico 4,1431 0,0502 -1,1292 5,3236
Oleuropeina 7,8395 1,4231 8,1911 0,3661
Rutina -0,8640 -1,4286 -2,2840 1,0838
Pinoresinol -0,1859 4,7636 2,1867 3,3972
Luteolina 2,4794 -1,4905 -0,8736 0,6333
Apigenina -0,4557 -2,7101 2,2610 -5,6722
Fenoles totales 6,5272 -1,6446 -0,7095 1,2925
ABTS -2,1267 -1,7176

DMPD -4,5571 -4,0624

DPPH 0,4570 0,4575

FRAP -2,5380 -0,0295

Contenido de humedad -8,3616 -5,2577
Contenido de grasa -7,3862 -3,1387
Extracto seco -4,9403 -0,9581

*Ejemplo de la funcién discriminante estandarizada elaborada a partir de la primer funcién del modelo que incluye
todas las variables.

-14,8543*Ac Galico - 5,15914*H tirosol - 0,316825*Dh Benzoico + 3,62155*tirosol - 0,946957*H Fenilac +
5,86927*H Benzoico - 13,0314*Clorogenico - 2,47229*Ac. vanillico + 9,05778*Ac. cafeico - 3,7933*Ac
siringico - 1,62685*p cumarico + 1,42464*0 vanillico + 4,14312*0 cumarico + 7,83954*oleuropeina -
0,864024*rutina - 0,185942*pinorresinol + 2,47941*|uteolina - 0,455767*apigenina - 2,12671*ABTS -
4,55719*DMPD + 0,457062*DPPH - 2,53804*FRAP + 6,52729*Fenoles - 8,36162*Cont. humedad -
7,38623*Cont. grasa - 4,94033*Extracto seco
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e Estudio con todas las variables

En el estudio con todas las variables se obtuvieron cuatro ecuaciones discriminantes de las que 3
fueron suficientes para explicar el 95,75 % de la variacidn entre las técnicas culinarias, a la primera

le correspondid un 65,05 %, un 18,03 % a la segunda y un 12,67 % a la tercera.

A partir de la magnitud relativa de los coeficientes de la ecuacién de discriminacién se deduce
como fueron usadas las variables independientes para discriminar entre las técnicas culinarias

(Santos and Pérez, 1996).

Como se aprecia en la primer columna de la Tabla 5.2-2, las variables con coeficientes altos fueron
los acidos galico, clorogénico, caféico, la oleuropeina y el Contenido de humedad, mientras que a
el acido Dihidrobenzdico, el pinorresinol, apigenina, rutina y la CA medida por el método DPPH les

correspondieron los coeficientes mas bajos de la ecuacion.

e Estudio con fenoles

En el estudio en donde se incluyeron solo fenoles como variables, de las cuatro ecuaciones
discriminantes obtenidas, tres fueron suficientes para explicar el 99,61 % de la variacion entre las
técnicas culinarias, la primera explicé un 79,39 %, la segunda 12,60 %, y la tercera 7,64%. En la
Tabla 5.2-2 se aprecia que los fenoles con mayor impacto en la primera ecuacion discriminante
fueron los acidos gélico, clorogénico, hidroxibenzdico, tirosol y pinorresinol, entre los cinco menos
importantes por contar con los coeficientes mas bajos se encontraron los acidos vanillico, o-

cumarico, siringico, o-vanillina y oleuropeina.

e Estudio con concentracion de fenoles + capacidad antioxidante

En este caso analizado, tan solo las tres primeras funciones discriminantes explicaron el 95,66 %
de la variacion. De este porcentaje le correspondié el 64,18 % a la primera, el 22,28 % a la segunda
y el 8,20 % a la tercera. En la Tabla 5.2-2 se detallan los coeficientes de las variables incluidas en

este caso de estudio.
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En la funcidn discriminante mas importante, la primera, no estuvo presente la CA determinada por
ninguno de los cuatro métodos entre las cinco variables con coeficientes mas altos (acidos galico,
clorogénico, caféico, p-cumarico y oleuropeina). Por el contrario el DPPH y el FRAP destacaron
como dos de las variables con coeficientes mas bajos junto con los acidos dihidroxibenzéico,

hidroxifenilacético y los fenoles totales.

e Estudio con concentracion de fenoles + bromatolégicos

En el Ultimo caso del estudio por técnica culinaria, de las cuatro ecuaciones obtenidas, las tres
primeras explicaron un 99,18 % de la variabilidad presente. Le correspondié un 69,49 % a la

primera, un 19,62 % a la segunda, y el 10,01 % a la tercera.

En la ecuacién mas importante (Tabla 5.2-2), los cinco mayores coeficientes estuvieron asociados a
fenoles (acidos galico, hidroxibenzdico, clorogénico, o-cumarico y apigenina), y de los parametros
bromatoldgicos solo destacé el contenido de extracto seco como una de las cinco variables menos
importantes para clasificar la técnicas culinarias (o-vanillina, oleuropeina, luteolina, rutina y

extracto seco).

Las variables comunes a los cuatro estudios con coeficientes particularmente altos fueron, el acido
galico y el 4cido clorogénico. No hubo variables de coeficientes bajos que fueran comunes a los
cuatro, ni casos comunes a tres de los cuatro estudios de interés, tan solo pocos casos de variables
de alta y baja importancia que fueran comunes a dos de ellos. Entre las primeras estdan la
oleuropeina y el acido hidroxibenzéico, y entre los de baja importancia la rutina, la o-vanillina y la

CA por el método DPPH.

Es importante recalcar que en los estudios que incluyeron los datos de la CA cuantificada por
todos los métodos, la oleuropeina fue uno de los fenoles con coeficientes mds elevados, es decir
fue uno de los que mas contribuyd como criterio para discriminar entre técnicas culinarias, en
contraste, cuando en los estudios no fue incluida la CA medida por los 4 métodos, la oleuropeina

fue una de las variables con contribucién menos importante.
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En el estudio segun la técnica culinaria, la primera funcién discriminante de los cuatro casos
seleccionados presentd el mayor porcentaje de impacto en la clasificacion. Destaco la del estudio
de fenoles que por si sola casi cubrié el 80 %, mientras que la primera ecuacién del caso de fenoles

+ CA desplegd el menor (64,18 %).

La segunda, tercera y cuarta funciones, aunque participan con porcentajes mucho menores son
importantes para resolver con precisién la discriminacion entre los diferentes casos (Catena,
Ramos and Truillo, 2003). En la Figura 5.2-1 se representa graficamente la clasificacion de las
técnicas culinarias conforme a las dos funciones discriminantes mdas importantes. Los puntos
calculados con las ecuaciones que incluyeron los datos de todas las variables (Fig. 5.2-1a)
muestran un una distribucién uniforme en torno a su centroide correspondiente, no presentan
dispersion y se encuentran bien definidos. Sin embargo no estdn uniformemente distanciados,
como se aprecia, los grupos mas cercanos entre si fueron los correspondientes a las técnicas
culinarias de coccidn, coccién en medio agua/aceite, crudo y rehogado. El alimento frito se ubica

distante del resto de técnicas.

En el grafico (Fig. 5.2-1b) que corresponde al estudio con los fenoles, la dispersién que se observa
en los datos generados con las ecuaciones de discriminacién es mayor que en el caso anterior,
pues los datos no se encuentran aglutinados de manera compacta en torno al centroide, a pesar
de eso, sigue existiendo una agrupacion clara en torno a este y se sigue manteniendo la
homogeneidad de los grupos. Un punto a favor de esta clasificacién por encima del resto de

conjuntos de datos es que todas las técnicas se muestran uniformemente distanciadas entre si.

Al incluir los datos de fenoles y los de CA (Fig. 5.2-1c) se siguen manteniendo conjuntos de puntos
homogéneos, la mejora en la de la distribucidn de los valores en torno al centroide respecto al
empleo Unico de los fenoles es notoria, pues los grupos son mas compactos. Sin embargo la
adicidn de los datos de CA ocasiond que se redujera la distancia entre los grupos correspondientes
a los alimentos crudos y cocidos aunque se siguen apreciando claramente diferenciados, el resto

de grupos se mantuvieron distanciados entre si.

Cuando se estudiaron los datos de los fenoles en conjunto con los bromatolégicos (Fig. 5.2-1d),
ocurrio algo semejante que cuando se estudiaron junto con los datos de CA. Se conformaron
grupos compactos, bien definidos, y distanciados entre si, excepto en el caso de la coccion y el

crudo que al aproximarse entre si, se apartaron del resto de tratamientos que incluian AOVE.
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Figura 5.2-1. Grafica de las funciones discriminantes estandarizadas segun técnica culinaria

incluyendo a) fenoles, b) bromatolégicos, c) fenoles + CA, y d) fenoles + bromatolégicos.
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De la evaluacién y comparacion de los modelos de discriminacion obtenidos de los cuatro
estudios se desprende que, con los cuatro modelos, se obtiene una clara diferenciacién de las
cuatro técnicas culinarias aplicadas y de las hortalizas crudas. Sin embargo, en los estudios que
incluyeron como variables a todas las técnicas, fenoles + CA y fenoles + bromatoldgicos, tiende a
haber mayor grado de segregacion de la fritura y/o el rehogado, y de acercamiento entre la

coccién y crudo.

Por lo tanto, se consideré como modelo iddneo para la discriminacidn entre técnicas culinarias al
que incluyd solo los fenoles como variables, pues se obtuvieron las ventajas mencionadas para el
resto de modelos, al mismo tiempo que todas las técnicas culinarias se muestran uniformemente
distanciadas entre si. Otro punto extra en favor de este modelo es su simplicidad, ya que es el que

cuenta con el menor numero de variables.

5.2.2 Anadlisis discriminante segun la hortaliza

En la Tabla 5.2-3, se muestra un resumen de los casos estudiados en el analisis segun hortaliza.

Al igual que en el estudio segun la técnica culinaria, las ecuaciones obtenidas en los estudios
con los valores de capacidad antioxidante, bromatoldgicos y capacidad antioxidante +
bromatoldgicos no fueron satisfactorias. Ya que no fueron significativas, las correlaciones
candnicas fueron bajas y ademads, proporcionaron porcentajes de casos correctamente

clasificados inferiores a 100 (CA 60%, bromatoldgicos 66,67 % y bromatoldgicos + CA 83,3 %).

Por otra parte, se obtuvieron ecuaciones discriminantes satisfactorias incluyendo como

elementos variables de dichas ecuaciones las determinaciones de fenoles.

Tanto en el caso de su estudio individual como cuando fueron analizadas en conjunto con los
datos de la capacidad antioxidante y/o los bromatoldgicos. En estos cuatro casos las
ecuaciones fueron significativas, presentaron correlaciones candnicas adecuadas al criterio de

satisfaccién y se consiguié un 100% de efectividad en la discriminacién entre hortalizas.
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Tabla 5.2-3. Resumen de los estadisticos del analisis discriminante segln hortaliza (patata,

berenjena, tomate y calabaza) procesadas por cinco técnicas culinarias.

No. de Probabilidad
Caso estudiado Funciones (Significancia Correlacion Clasificacion Satisfactorio
Discriminantes p<0,05) Candnica (%)
Todos los L 0,0* 0,999%
Componentes 2 0,0* 0,998* 100 Si
P 3 0,0* 0,993*
1 0,0* 0,998*
2 0,0* 0,994* .
Fenoles 3 0,0* 0,985* 100 Si
1 0,0* 0,706
. *
Cap.aufiad 2 0,0 0,523 60 No
Antioxidante 3 0,06 0,307
1 0,0* 0,742
, . 2 0,01* 0,447
Bromatoloégicos 3 0,43 0,104 66,67 No
Fenoles + L 0,0* 0,999%

. 2 0,0* 0,997* .
Cap.aulead 3 0,0* 0,993* 100 Si
Antioxidante

1 0,0* 0,999*
* *
Fenoles+’ - 2 0,0 0,996 100 i
Bromatoldgicos 3 0,0%* 0,990*
Capacidad 1 0,0%* 0,849
antioxidante + 2 0,0%* 0,641
Bromatolégicos 3 0,0* 0,496 83,33 No

* Valores que cumplen los criterios de clasificacion.

En la Tabla 5.2-4 se detalla la primera y mds importante funcion de discriminacidn de cada uno de
los cuatro modelos calculados para los casos con eficacia superior al 100 %, en esta tabla también
se ejemplifica el desarrollo de la ecuacién de la funcién discriminante del modelo obtenido con
todas las variables del estudio (fenoles + CA + bromatoldgicos) a partir de los coeficientes

proporcionados.

Las ecuaciones del resto de casos (fenoles, fenoles + bromatoldgicos y fenoles + CA) se
configurarian del mismo modo haciendo uso de los coeficientes recogidos en su columna

correspondiente.
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e Estudio con todas las variables

Cuando se realizé el estudio incluyendo todos los elementos, se obtuvieron tres ecuaciones
significativas que explicaron, cada una, el 68,6, 26,5 y 4,9 % de la variabilidad. Los coeficientes
estandarizados obtenidos, se recogen en la Tabla 5.2-4. A partir de la magnitud relativa de estos
coeficientes, se determind como fueron usadas las variables independientes para discriminar

entre las hortalizas (Alvarez, 1995).

En el estudio para discriminar entre hortalizas se observa que, a pesar de que solo en los modelos
en que fueron considerados los fenoles se obtuvieron ecuaciones satisfactorias, siempre estuvo
presente un parametro ajeno a los fenoles individuales entre las cinco variables con mayor

importancia relativa (con los coeficientes mas altos).

En el caso que nos ocupa en este apartado “todas la variables”, tres de las cinco variables mas
importantes con mayor impacto relativo por presentar los coeficientes mas altos, no fueron
fenoles individuales (los fenoles totales, el contenido de humedad, la CA cuantificada por el

método FRAP), aunque también se incluyeron el acido p-cumarico, y el pinorresinol.

También se destacaron con una importancia menor para la discriminacidn de variables, la CA
medida por los métodos DPPH y DMPD, el contenido de grasa, el acido vanillico y el acido

hidroxifenilacético.

e Estudio con fenoles

El modelo desarrollado para discriminar entre las cuatro hortalizas eligiendo el grupo de fenoles
como variables predictivas consistié en tres ecuaciones. De las tres, fue la primera, la que cubrié
un mayor porcentaje relativo de la prediccién, que ascendié al 67,47 %, a la segunda le
correspondié el 24,13 % vy a la tercera el, 4,88 %. En la Tabla 5.2-4 se despliegan los coeficientes

de las variables predictivas de la primer ecuacién del modelo.

Como se puede observar, los cinco fenoles mas importantes por la magnitud de los coeficientes
fueron: el acido gélico, p-cumarico, dihidroxibenzdico, pinorresinol y luteolina. Mientras que los
de menor importancia relativa fueron la oleoeuropeina, los Acidos hidroxifenilacético, o-

cumarico, vanillico, e hidroxitirosol.
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Tabla 5.2-4. Primer funcién discriminante de los cuatro modelos en el estudio segun hortaliza.

Coeficientes de la Primer Funcidn Discriminante

Modelo

Fenoles + Fenoles +
Fenoles Capacidad Bromatoladgicos
Antioxidante

Todas las
Variables

Acido gélico -6,6224 5,1172 -6,4966 4,3104
Hidroxitirosol -9,0692 0,0092 -2,2910 -0,1004
Acido dihidroxibenzéico 14,9855 6,7914 12,2575 11,2624
Tirosol -1,1288 -2,1347 -1,8695 -2,3901
Acido hidroxifenilacetico -0,2228 0,0285 -0,0131 0,4236
Acido hidroxibenzoico 3,1315 2,6235 0,8529 2,6094
Acido clorogénico 11,4938 -12,5406 -0,8581 -10,5622
Acido vanillico -0,5098 -1,3242 1,2442 -2,6880
Acido caféico 14,9745 2,1789 15,9444 6,6473
Acido siringico 5,8240 5,3923 5,2037 3,6509
Acido p-cumarico -21,7008 12,577 -3,5309 5,5931
O. vanillina -12,1358 -3,4402 -9,1954 -5,3256
Acido o-cumérico 4,8171 1,5964 4,8072 6,3931
Oleuropeina 10,0394 0,4864 1,7925 3,6235
Rutina -4,0409 -3,8590 -2,3977 -3,4278
Pinoresinol -15,0799 -6,1284 -4,8195 -9,2348
Luteolina -10,9585 -6,1772 -10,7086 -9,3426
Apigenina 2,9962 3,0407 1,3494 3,7949
Fenoles Totales 17,7684 -4,4892 -0,4886 -0,9963
ABTS -8,0555 -3,7090

DMPD -1,8448 -3,3638

DPPH 0,1505 0,0277

FRAP -16,2833 -6,7952

Contenido de humedad -17,7676 10,2838
Contenido de grasa -1,9864 7,6806
Extracto seco -14,508 -1,2946

*Ejemplo de la funcién discriminante estandarizada elaborada a partir de la primer funcién del modelo que incluye
todas las variables.

-6,62244*Ac Galico - 9,06923*H tirosol + 14,9855*Dh Benzoico - 1,1288*tirosol - 0,222877*H Fenilac + 3,1315*H
Benzoico + 11,4938*Clorogenico - 0,509801*Ac. vanillico + 14,9745*Ac. cafeico + 5,82407*Ac siringico - 21,7008*p
cumarico - 12,1358*0 wvanillico + 4,81719*o cumarico + 10,0394*oleuropeina - 4,04093*rutina -
15,0799*pinorresinol - 10,9585*|uteolina + 2,99628*apigenina - 8,05555*ABTS - 1,84482*DMPD + 0,150599*DPPH
- 16,2833*FRAP + 17,7684*Fenoles - 17,7676*Cont. humedad - 1,98643*Cont. grasa - 14,508 *Extracto seco
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e Estudio con concentracion de fenoles + capacidad antioxidante

De las tres ecuaciones obtenidas en este caso, el mayor porcentaje de prediccion se observo en la
primera con 67,42 %, a la segunda le correspondié el 24,5 % y a la tercera el 8,1 %. La primer

ecuacién del modelo predictivo con sus respectivos coeficientes se muestran en la Tabla 5.2-4.

En la primera ecuacién, la mas significativa en cuanto a porcentaje relativo, los cinco coeficientes
mas altos correspondieron a las variables predictivas acido dihidroxibenzéico, acido clorogénico,
contenido de humedad, luteolina y pinorresinol. Las menos importantes y por lo tanto con
coeficientes mas pequefios fueron el extracto seco, los fenoles totales, el tirosol, el hidroxitirosol y

el acido hidroxifenilacético.

e Estudio con la concentracion de fenoles + bromatolégicos

En este ultimo caso de estudio, el modelo predictivo también estuvo conformado por tres
ecuaciones, pero fue aqui en donde se encontré la primera ecuacidn con el mayor porcentaje de
contribucioén a la prediccidn (71,83 %), a la segunda le correspondio un porcentaje menor que a las

de los otros modelos (20,77 %) y la tercera quedd con 7,04 %.

En base a la magnitud de los coeficientes, las cinco variables predictivas mas importantes fueron:
los acidos dihidroxibenzdico y clorogénico, la luteolina, el Pinorrresinol y el contenido de
humedad. Entre las de menor impacto se encontraron el acido hidroxifeniacético, el hidroxitirosol,

tirosol, fenoles totales y el extracto seco.

Finalmente, al observar en conjunto las cinco variables con coeficientes de mayor valor absoluto
en la primera ecuacién de discriminacion de todos los estudios, no se encontraron casos de
variables predictivas que fueran comunes a los cuatro casos de este apartado (todos los

componentes, fenoles, fenoles + capacidad antioxidante y fenoles + bromatoldgicos).

Los fenoles pinorresinol, luteolina y el acido dihidroxibenzdico presentaron coeficientes altos en
las ecuaciones de tres de los cuatro modelos predictivos, y pareciera que la presencia del primero
estuvo asociada a los modelos que incluyeron los bromatoldgicos solos o en conjunto con la CA.

El método FRAP fue la Unica modalidad para la determinacién de la CA con importancia como
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variable predictiva, y se presenté como tal en los modelos de los dos estudios en que se incluyd la
CA. Algo semejante al FRAP ocurrié con el contenido de humedad, fue el Unico parametro
bromatoldgico con importancia como variable predictiva y se presentéd en ambos modelos que los
incluyeron en los calculos. Otras variables que fueron comunes a los modelos de dos estudios

fueron el acido p-cumdrico vy el clorogénico.

Entre las cinco variables con coeficientes mas bajos de los cuatro modelos, si se encontrd un caso
comun a todos los estudios de este apartado. Fue el acido hidroxifenilacético. La importancia del
DPPH fue minima en las primeras ecuaciones de los modelos que incluyeron todas las variables y
en el de fenoles + CA, el acido vanillico en el de todas las variables y en el de fenoles, el
hidroxitirosol fue poco relevante en el de fenoles y en el de fenoles + bromatolégico y por ultimo
los fenoles totales tuvieron poco impacto en los modelos de fenoles + CA y fenoles +

bromatoldgicos.

Como se menciond en el apartado anterior, aunque en la evaluacién de los modelos obtenidos,
solo fue considerada la primera ecuacién por ser la de mayor contribucién en la discriminacién, los
modelos no estarian completos ni se obtendria una clasificacion precisa sin las ecuaciones

restantes (Martinez, Mauro and Alvarez, 2003).

Para facilitar la evaluacion de modelos los obtenidos, se muestran las graficas de las dos funciones
mas importantes de cada uno de los cuatro modelos Fig. 5.2-2a, b, c y d. En ellas se aprecia la

distribucién de los valores generados con las funciones discriminantes respecto al centroide.

Los puntos de las ecuaciones elaboradas con los datos de todos los componentes, los fenoles,
fenoles + capacidad antioxidante, y fenoles + bromatoldgicos muestran una distribucidn uniforme
en torno a su centroide correspondiente. Se consiguieron grupos compactos, definidos y
distanciados entre si, de manera que las cuatro hortalizas se aprecian claramente diferenciadas

con todos los modelos.

Cuando se realizo el andlisis considerando solo los fenoles como variables (Fig. 5.2-2b) se observa
un incremento de la dispersion. Como se puede observar, esta dispersion disminuyd cuando se
asociaron para el andlisis discriminante, la capacidad antioxidante (Fig. 5.2-2c) y/o los
bromatoldgicos (Fig. 5.2-2a y b). Pero en ninguno de los casos la dispersidon causé confusion de los

grupos.
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Figura 5.2-2 Gréfica de las funciones discriminantes estandarizadas segun hortaliza incluyendo a)

todos los componentes, b) fenoles, c) fenoles + capacidad antioxidante y d) fenoles +

bromatoldgicos.
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Por lo anterior, se considera el modelo mas simple (con el menor nimero de variables predictivas)
como el idéneo para la discriminacion entre hortalizas. De entre los modelos ensayados el que

presentd menor numero de variables fue el que incluyd los fenoles (19 variables).

Una diferencia fundamental entre los modelos obtenidos de los estudios por técnica culinaria y
por hortaliza fue que en los primeros, las variables de los pardmetros bromatoldgicos y de los
métodos de CA no estuvieron presentes entre los mds importantes como variables predictivas en
las ecuaciones. En contraste, para diferenciar entre hortalizas, el contenido de humedad y la CA
por el método FRAP si se hicieron presentes entre los principales cuando sus grupos de

parametros fueron incluidos en los estudios (bromatoldgicos y capacidad antioxidante).

Finalmente, tras el estudio para la discriminacién por técnica culinaria y por hortaliza se pudo
observar que los fenoles individuales y totales por si solos sirven como base suficiente para la
obtencion de modelos discriminantes satisfactorios, proporcionan como resultado una buena
agrupacion en torno a los centroides, buena diferenciacién entre grupos y simplicidad por el bajo

numero de variables incluidas.

En el andlisis cluster se observd que la agrupaciéon de observaciones fue funcién tanto de las
caracteristicas antioxidantes y bromatoldgicas de la hortaliza como las de la técnica culinaria
empleada, ya que los conglomerados obtenidos aunque tendieron a agruparse de acuerdo a la
hortaliza, no estuvieron conformados por grupos homogéneos definidos exclusivamente por

técnicas culinarias u hortalizas especificas.

Con el andlisis discriminante se pudo constatar que, a pesar de haber semejanzas en los
parametros aqui estudiados entre las diferentes hortalizas elaboradas por las cinco técnicas
culinarias que las agrupan en conjuntos mezclados, las diferencias que guardan entre si las
técnicas culinarias o las hortalizas, son lo suficientemente claras como para discriminar entre las

categorias de cada una.

Se puede afirmar que la combinacidn de las variables cuantificadas es tan especifica de cada
técnica culinaria, que el perfil generado por cada una sera el mismo independientemente de que
la hortaliza procesada haya sido patata, berenjena, tomate o calabaza. Del mismo modo, cada
hortaliza tiene un perfil tan especifico, que independientemente de la técnica por la que haya sido

procesada, esa combinacion se conservara aun después de haber procesado la hortaliza.
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Asi, de cualquiera de las hortalizas (patata, berenjena, tomate y calabaza) aqui estudiadas, y tras
haber sido elaboradas con alguna de las técnicas en estudio y bajo las mismas condiciones,
desarrollara un perfil final de fenoles, capacidad antioxidante y parametros bromatoldgicos que
dependerdn tanto de las caracteristicas iniciales de la hortaliza como de los perfiles propios

generados por cada técnica culinaria.
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6. DETERMINACIONES COMPLEMENTARIAS.

6.1. Analisis periodico del estado de oxidacidon del lote de aceite de oliva
virgen extra crudo durante el almacenamiento previo a |Ia

experimentacion.

Ademas de la importante influencia que ejercen los antioxidantes y la composicién de los acidos
grasos sobre la reactividad quimica de los aceites, factores fisicos como la exposicién al aire, el
calor, la luz o la presencia de humedad y trazas de metales afectan de manera determinante la
estabilidad de este alimento. Sin embargo, el aceite de oliva virgen extra presenta un contenido
de antioxidantes fendlicos y no fendlicos y un perfil de acidos grasos en el que predominan los
acidos grasos monoinsaturados, que le confieren una alta estabilidad pues la velocidad de

reaccién de estos con el oxigeno es relativamente baja (Shahina, et al., 2005).

Para asegurar que la calidad del aceite de oliva utilizado en la realizaciéon de las técnicas
culinarias correspondiera a la categoria de “virgen extra”, se analizaron los parametros quimicos
relacionados con el estado de oxidacion en el aceite almacenado a 4 °C tanto al inicio del estudio
como rutinariamente a lo largo del periodo de experimentacién. Los resultados se compararon
con los limites legales establecidos para la denominacién, asi se consiguid asegurar que la

pérdida de calidad del aceite no fuera un factor que afectara los resultados.

En la Taba 6.1-1 se recogen los promedios de los parametros quimicos estudiados antes del
almacenamiento del volumen total de aceite de cada lote (3 I) dividido en alicuotas de 500 ml,
los analisis se practicaron el mismo dia de la adquisicidon de cada uno de los cuatro lotes de AOVE
utilizado en los ensayos, y a este dia se le denominé como “0”. Como se observa, los promedios
de los parametros cuantificados en el aceite de oliva crudo de cada uno de los lotes, no superd
los estandares establecidos por la normativa (UE, 2011) para asignar la categoria de “virgen
extra”, sin embargo como también se aprecia, si hubieron diferencias estadisticas significativas

(p < 0,05) de cada parametro entre los cuatro lotes analizados.
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La designacion del aceite de oliva virgen extra se caracteriza por niveles reducidos de oxidacién e

hidrélisis, y cantidades superiores de compuestos antioxidantes minoritarios (Casal et al., 2010).

El AOVE con mayor acidez titulable (0,29 % de acido oléico) fue el del empleado en los
experimentos con tomate, el indice de perdxido mas elevado le correspondié también a este
lote de aceite (5,79 meq O, activo). El destinado al ensayo con la berenjena presenté la
magnitud mas elevada del parametro K3, (1,74 g/100 ml), mientras que el mas alto del K, (0,14

g/100 ml) le correspondid al lote del ensayo con patata.

Los valores encontrados del indice de perdxido se pueden considerar bajos respecto a los
reportados por Lerma-Garcia et al. (2009) de 11,96 y 12,44 meq O, activo/Kg, pero los de la

acidez titulable (0,24 y 0,18 % de acido oléico) fueron semejantes a los de este estudio.

A partir de estos resultados se afirma que los pardmetros relacionados con el estado de
oxidacion del AOVE de este estudio, mostraron conformidad con los limites establecidos por la
norma al momento de su adquisicién, y que estos, efectivamente correspondieron al de un

aceite de oliva de la categoria “virgen extra”.

La realizacién de los quince ensayos de las cinco técnicas culinarias en cada hortaliza se llevo a
cabo en un tiempo maximo de 60 dias desde la obtencion del AOVE y el envasado de las

alicuotas.

Tabla. 6.1-1. Pardmetros quimicos relacionados con el estado de oxidacién del AOVE de los

cuatro lotes incluidos en el estudio.

Lote segun Acidez titulable indice de
hortaliza (% Acido peroxidos Ky32 K70
Oléico) (meq 0O, activo) (g/100ml) (g/100ml)

Patata 0,13+£0,0 a 3,41+0,0 ab 1,76 £0,01 a 0,20 £ 0,07c
Berenjena 0,20+0,01b 2,64 +£0,06a 1,67+0,06b 0,03+0,02a
Tomate 0,29+0,05¢c 5,79+0,98 c 1,74+0,27a 0,14+0,04b
Calabaza 0,19+0b 4,12+0,65b 1,81+0,1a 0,05+0,01c
Valores de referencia <0,8 <20 <2,50 <0,22
para AOVE**

* Los promedios seguidos de letras iguales no son significativamente diferentes (p > 0,05).
**Segun UE, 2011.

302



Resultados y Discusidn

En las graficas de la Fig. 6.1-1 se observa la evolucidn de los resultados de los analisis periddicos
desde el inicio hasta el final del lapso de experimentacidén. En ellas se muestra que la calidad del
aceite utilizado en esta investigacion se mantuvo a lo largo del estudio dentro de los pardmetros
estipulados para la categoria de virgen extra (UE, 2011). Los limites establecidos por la norma
para cada pardmetro quimico conforman la longitud de los ejes verticales, asi se facilita la

visualizacidn de la proporcién de la magnitud de las oscilaciones respecto a estos.

En el ANOVA no se detectaron diferencias significativas (o = 0,05) entre los valores de cada
parametro quimico a lo largo del tiempo de almacenamiento, excepto en los valores del K3, del
tomate en los dias 40 y 50, que fueron significativamente mas bajos que los de los dias 0 y 60. Al
comparar cada una de las determinaciones con los valores de referencia para el aceite de oliva
virgen extra, se observd que en ningin momento el aceite superd los valores establecidos para

esta denominacion.

El indice de perdéxidos fue el Unico parametro con tendencia aparente a incrementar, pero la
falta de diferencias significativas en este parametro a lo largo de los dos meses de estudio,
demuestra que se mantuvo estable. Lo mencionado por Bester et al., (2008) indica que el
comportamiento esperado es hacia la reduccidn, es decir, el opuesto a lo que observamos, ya
gue estos productos primarios de la oxidacion son muy inestables y ademadas reaccionan
rapidamente para formar productos secundarios. Por lo tanto, conforme la oxidacidon transcurre,
la concentracion de los hidroperdxidos disminuye y da lugar a un aumento en los productos

secundarios de la oxidacidn.

La absorbancia a 232 nm indica la presencia de dienos conjugados y de hidroperdxidos
linoleicos. El aumento en este pardmetro es debido a que en la oxidacion de la materia grasa se
forman hidroperdxidos que absorben en la zona préxima a 232 nm. En su oxidacién posterior se
originan una serie de productos secundarios que absorben a 270 nm aproximadamente

(Sanchez-Muiiiz, et al., 1994; Casal, 2010).

En nuestros aceites, el incremento del valor de K3, durante el almacenamiento del AOVE indicé
el curso de una etapa temprana de la oxidaciéon, y los valores bajos del K,;o mostraron la
formacidn poco importante de productos de oxidacion secundarios a partir de los

hidroperdxidos, circunstancia que corresponde a un estado de oxidacién poco avanzado.
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Figura 6.1-1. Tendencia de los pardmetros quimicos de calidad medidos en el aceite de oliva
virgen extra durante el almacenamiento a) acidez titulable, b) indice de perdxidos, c) Ky3, y d)

K270-

Los resultados obtenidos en cuanto a la conservacion de la calidad oxidativa del aceite crudo de
experimentacion fueron satisfactorios. Y La estabilidad de los pardmetros quimicos durante el
lapso de almacenamiento fue la esperada considerando que el tiempo de almacenamiento fue

breve respecto a la vida media que ha sido observada en el AOVE.

La vida media del AOVE es de gran importancia, y su valor maximo se ha establecido por algunos
autores entre 12 a 18 meses (Morelld et al., 2004, Pasini et al., 2009, Kirchene et al., 2010).
Nenadis et al. (2013) afirmd que aun tras doce meses de almacenamiento (oscuridad, 23 + 3°C),

las muestras de AOVE satisfacian los limites oficiales de acidez, perdxidos, K,3;, y Ky7.
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Fregapane et al. (2013) observd una alta estabilidad de los productos después de un periodo de
venta de un afio, durante ese tiempo hubo una baja tasa de oxidacién con un descenso no
significativo simultaneo de los fenoles totales y los o-difenoles y un incremento relevante de los

fenoles simples (Hidroxitirosol y Tirosol).
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1. CONCLUSIONES

1. Se han empleado diferentes métodos para la determinacion de la capacidad
antioxidante. Siendo el método DPPH el idéneo para el estudio de este tipo de muestras,

al presentar mejor correlacidn con el indice de fenoles totales.

2. La fritura, rehogado, coccidn y coccidn en mezcla agua/aceite aplicadas en cuatro
hortalizas de la dieta mediterranea, favorecen, el enriquecimiento del perfil en fenoles y
segun el caso, el incremento, la reduccién o la conservacion de la capacidad
antioxidante, de las concentraciones de fenoles totales, y de las concentraciones de los

compuestos fendlicos identificados.

3. Mientras la hortaliza enriquece cualitativa y cuantitativamente su perfil fendlico, e
incrementa la capacidad antioxidante, por la disponibilidad de de sus propios fenoles y
la incorporacion de AOVE. El agua se enriquece por la captacion de los compuestos que
migran desde el AOVE y la hortaliza. El AOVE pierde estas propiedades que ha cedido al
agua vy las hortalizas y por los propios procesos de degradacién térmica que afectan a los

fenoles.

4. En las hortalizas estudiadas de la dieta mediterranea, las cuatro técnicas culinarias
generan el enriquecimiento del perfil de los fenoles, e incremento en las variables
cuantificadas. La fritura causa el incremento y la conservacién con mayor frecuencia que
el rehogado y la coccidn es la técnica que con mayor frecuencia genera pérdidas en las

variables antioxidantes.
5. En el AOVE, predomina la reduccién por encima de los incrementos y la conservacion de

las variables antioxidantes del aceite crudo, el rehogado origina reducciones con mayor

frecuencia.
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6. El agua durante la coccién, se enriquece por la incorporacién de compuestos fendlicos,
con ello también incorpora la capacidad antioxidante que se asocia a estas moléculas; la

adicion de AOVE durante la coccion intensifica este efecto.

7. El efecto de la técnica culinaria depende de las caracteristicas de la hortaliza cruda.
Cuando la hortaliza cruda no presenta concentraciones elevadas de fenoles, ni de
capacidad antioxidante, las técnicas culinarias de fritura y rehogado en AOVE provocan
la absorcién de aceite y un efecto de concentracion. La coccion reduce la concentracidn
de fenoles y la capacidad antioxidante de la hortaliza, pero enriquecen el agua. La
adicién de AOVE durante la coccién, mejora aun mas el perfil cualitativo y cuantitativo
de fenoles y la capacidad antioxidante. En estos casos es altamente recomendable

consumir el agua de coccién.

8. En las hortalizas con elevada capacidad antioxidante y contenido de fenoles. La
aplicacion de la fritura y el rehogado incrementa la magnitud de ambas variables; la
aplicacion de la coccidn y la coccidn en mezcla agua/aceite, no afectan su concentracién

final. En estos casos es altamente recomendable consumir el agua de coccion.

9. La combinacién de las variables bromatoldgicas, de fenoles y capacidad antioxidante de
cada técnica culinaria, es el mismo, independientemente de la hortaliza procesada. Del
mismo modo, el perfil de cada hortaliza también se conserva sin que interfiera la técnica de

elaboracion.
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RESUMEN

El aceite de oliva virgen exira (AOVE) y la patata son alimentos caracleristicos cn la Dieta
Mediterrdnea, a su consumo se asocian beneficios para la salud relacionados con fitoquimicos
bioactivos como los antioxidantes polifendlicos. Las técnicas culinarias a las que son sometidos los
alimentos previos a su consumo causan variaciones en la retencién y distribucién de la capacidad
antioxidante (CA) v en el contenido de fenoles totales (CFT). El cbjetive de este trabajo ha sido
estudiar el contenido en polifenoles y la CA mediante los métodos ABTS y DPPII, antes y después del
cocinado que sufre una hortaliza como la patata mediante cuatro téenicas culinarias diferentes (fritura,
rehogada, coccién en agua v coccién en agua-aceite) donde los medios de transferencia de calor
utilizados son el aceite o el agua. Siempre que se utiliza AOVE, ya sca como medio de transferencia
de calor (fritura y rehogado) va sea como ingrediente culinario (coccidn en agua-—aceite), se
incrementa la CA de la patata. Por el contrario, ¢ independientemente de la téenica culinaria seguida,
el CFT disminuye en la patata. Ahora bien si se utiliza una mezela de agua—aceite (A/A), como medio
de transferencia de calor, el agua de coccion se incrementa en compuestos fendlicos. Posiblemente se
tratan de fenoles hidrosolubles procedentes del aceite y que son extraidos del mismo por ¢l propio
agua de coccién. Por ello seria recomendable hervir las patatas en agua adicionada de un poco de
aceite y consumir junto con estas hortalizas el propio agua de coceidn para evitar perdidas en fenoles
que se producirian si se deshechan las aguas de hervido. En general, la patata gana y el aceite pierde
en CA (tanto por el método ABTS como por el método DPPH); las mayores pérdidas en la CA se
producen en el aceite procedente del rehogado. Por el contrario, el mayor incremento en la CA se
produce en la patata cocinada por esta téenica y cuando se aplica ¢l método DPPH. Son también
notabies los incrementos obtenidos en fa CA de la patata hervida con una mezcla de A/A. El aceite
procedente de wna primera fritura pierde contenido fendlico posiblemente debido a la oxidacion
térmica, polimerizacion e hidrélisis que dan lugar a productos de oxidacidn, pero su CA se aumenta
cuando se analiza por el método ABTS,

El método’ de cuantificacién origing variaciones en la magnitud de fa CA; sin embargo, la
interpretacién conjunta de la CA medida por ambos métodos facilita la comprensidn del mecanismo
antioxidante involucrado. La adecuada eleccidn de los métodos v condiciones de elaboracién culinaria
maximizaran la CA y el aporte de polifenoles del AOVE y la patata a la dieta.

PALABRAS CLAVE: Coccidn; fritura; rehogado; fenoles totales; capacidad antioxidante, patata.

ABSTRACT

Extra virgin olive oil (AOVE) and potatoes are Mediterranean diet typical food, health benefits linked
with bioactive pliytochemicals as polyphenolic antioxidants are associated to consumption, Before
consumption, this food is processed by culinary techniques changing antioxidant capacity (AC)
tetention and distribufion as total phenol content (TFC). The aim of this study has been to analyze the
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total polyphenol content and the AC by ABTS and DPPH methods, before and after cooking
vegetables such as potato by four different culinary techniques (frying, fry lightly, cooked in water and
cooking oil-water) using as heat transfers way oil or water. After using AOVE as heat transfer medium
(fricd and fry lightly) either as a culinary ingredient (water-oil cooking), increases the AC of the
potato. Instead of and regarding less the culinary technique used the TFC decreases in potato.
However if an oil-water mix (O / A) is used as a heat transfer way, the phenolic compounds increases
in cooking water. Probably are water-soluble phenols from oif, which are extracted from the same
cooking water. Would be suitable to boil the potatoes in oily added watcr and eat these vegetables with
their own cooking water to avoid phenols losses, which wounld occur if boiling water is drop,
Generally, potatoes wins and oil loses in AC (by ABTS and DPPH method), the majority AC losses
occur in the oil from fry lightly. Instead of, the largest increase in AC happens in the potato cooked by
this technique and when DPPH method is applied. When oil- water mix is used, there are important
increments in the AC of the potato, The oil from first frying, loses phenolic content possibly due to
thermal oxidation, polymerization and hydrolysis process, but the AC increase when is analyzed by
ABTS method. Quantification method used originates AC variations, however AC interpretation by
both methods facilitates the understanding of antioxidant mechanism involved. The suitable choice of
one methods and culinary conditions applied in the cooking process will increase the AC total and
total phenol contribution to the diet.

KEYWORDS: cooking, fried, fry lightly, total phenol content, antioxidant capacity, potatoe.

INTRODUCCION

Los fitoquimicos son un grupo de sustancias que se encuentran de forma natural
solamente cn las frutas, hortalizas, verduras y en general en los alimentos de origen vegetal.
Dentro del grupo de fitoquimicos estdn los glucosilonatos, isocianatos y los fenoles. A los
glucosilonatos se les atribuyen efectos anticancerigenos ¢ incluso antibidticos. Los isocianatos
previenen de distintos tipos de cancer de forma bastante efectiva, siempre y cuando estén
presentes en el momento de la exposicién al carcindgeno. En cuanto a los fenoles, son un
grupo tan amplio como sus propiedades. Entre cllos, se encuentran subgrupos relativamente
conocidos como los polifenoles, flavonoides, taninos, ete. Los fiotoquimicos, en general y los
polifenoles en particular, son poderoses antioxidantes con un papel protagonista en la
nutricién actual ya que al neutralizar a los radicales libres, combaten el estrés oxidativo. Por
estas y otras razones se aconseja consumir diariamente de 4 a 6 raciones de frutas y verduras.

La mayoria de los alimentos han de ser sometidos antes de su consumo a un proceso
de coccién con el objetivo de transformar mediante la accion del calor de modo fisico y/o
quimico el aspecto, la textura, la composicion y el valor nutritivo del alimento a fin de
satisfacer los sentidos de la vista, el gusto y el olfato. En esencia, la coceién permite mediante
la aplicacién del calor convertir el alimento en algo mas digerible, apetecible €
higiénicamente seguro. Pero este calor va a provocar la pérdida de parte de nutrientes
facilmente termolabiles y extraibles por los medios de coccién utilizados como son las
vitaminas, minerales y compuestos fendlicos, entre otros. En general s¢ considera que los
métodos de cocinado pueden ejercer un efecto negativo sobre los compuestos antioxidantes al
destruirlos en mayor o menor medida.’

La gravedad del dafio por tratamientos como la fritura, el rehogado y el hervido es
diferente segiin se evaliien compuestos lipofilicos o hidrofilicos. La utilizacién de medios de
transferencia de calor apolares, como el aceite, durante la fritura y rehogado favorece en

Ars Pharm 2010; 51.Suplemento 3: 437-446.

350



Publicaciones y Congresos

Ramirez-Anaya JP et al. Variacion en el contenido de compuestos fotoquimicos. .. 439

menor medida la difusion de los polifenoles desde los alimentos hasta el medio de coccion. Al
contrario sucede durante el hervido, incrementindose la difusion de compuestos fenolicos
hidrosolubles por la extraccidn que de los mismos realiza el agua de coceién. La gravedad de
las pérdidas durante los tratamientos hidrotérmicos estan relacionadas con la proporcion
alimento/agua, con ¢l tiempo de coccion y con el area superficial dafiada expuesta a la
lixiviacion.”

La fritura y el rehogado suponen importantes ventajas respecto al hervido como son la
tépida transferencia de calor, que reduce el tiempo de cocinado sin superar los 100°C en el
interior del alimento y sc consigue una minima lixiviacién de compuestos solubles en agua;
por ello se considera que el proceso de fritura tiene un efecto minimo en las pérdidas de
nutrientes’; sin embargo, los alimentos fritos o rehogados contienen cantidades significativas
del aceite que es absorbido conforme sustituye el agua evaporada incrementando
considerablemente el valor energético del alimento. Algunos factores que aumentan la
absorcién de aceite por parte del alimento son la calidad del aceite utilizado, la fritura
repetida, la porosidad y densidad del alimento, la proporcion del volumen aceite/alimento y
por tltimo las temperaturas de fritura.

El AOVE es un alimento basico de la dieta espafiola y un aporte importante de
fitoquimicos funcionales cuya accién es esencial en Jos beneficios a la salud que proporciona
la Dieta Mediterranea. A pesar de la baja proporcion que representan en la composicion total
del AOVE, la presencia de polifenoles en la fraccién insaponificable contribuye a su
estabilidad frente a la autooxidacion’ y convierte a este alimento en una fuente importante de
antioxidantes naturales dentro de esta dieta. En cuanto a la patata, es otro alimento basico de
la dieta espafiola como fuente de carbohidratos complejos, ya sea como plato principal ya sea
como acompafiamiento de otros platos. Se caracteriza porque al ser una hortaliza que no
puede consumirse cruda, aunque sca una buena fuente de vitamina C (otro fotoquimico
esencial de la dieta) v de vitaminas de grupo B asi como de sales minerales, todos estos
nutrientes se pierden en parte durante los tratamientos culinarios por el propic calor aplicado
en su cocinado asi como por la extraccién que de ellos realizan las aguas de coccion
empleadas en la técnica eulinaria correspondiente. Se sabe que el calentamiento del AOVE
puede inducir alteraciones oxidativas en la fraccién del insaponificable y se ha encontrado que
la concentracién de polifenoles disminuye durante el cocinado pudiendo llegar hasta niveles
no detectables cuando el contenido de fenoles en el aceite fresco es bajo. En términos
generales, ‘la fritura provoca la pérdida parcial de polifenoles originalmente presentes en ¢l
AOQOVE y un enriquecimiento de los alimentos fritos en e’

Es evidente que segiin el tratamiento culinario, ¢l medio de transferencia de calor
utilizado v el alimento en cuestion, la CFT y la CA del alimento y del aceite utilizado se van a
modificar. Por ello el objetivo de este trabajo ha sido estudiar el contenido CFT y la CA antes
y después del cocinado que sufre una hortaliza como la patata mediante cuatro técnicas
culinarias diferentes (fritura, rchogado, coccién en agua y coccidn en agua-aceite) donde los
medios de transferencia de calor utilizados son el aceite o el agua. También se ha estudiado la
influencia que tienen estos medios de transferencia de calor, especialmente el AOVE, sobre la
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difusién o sobre la pérdida de compuestos polifendlicos y CA y el enriquecimiento en
compuestos fendlicos que pueda suftir una hortaliza tan bdsica dentro de la dieta espafiola
como es la patata, seglin la téenica de cocinado seguida vy ¢l medio de transferencia de calor
utilizado.

MATERIAL Y METODOS
Muestras analizadas

Se han analizado patatas aptas para coccion y fritura de la variedad “Ambra”,
adquiridas en una tienda de autoservicio local. Esta variedad de patata temprana se caracteriza
por ser un tubérculo de carne amarilla, forma oval, textura lisa y piel suave. Para poder
someter estas muestras de patata a los analisis postetiotres se pesaron previamente y de forma
aleatoria 400 g de patatas las cuales se lavaron, sccaron, pelaron y cortaron en forma de cubos
de lem segin la téenica descrita por Mc Gee H.® I.as muestras se iban pesando y procesando
segun el ritmo de trabajo de la analitica correspondiente para evitar reacciones de
pardeamiento quimico y oxidacién de vitaminas, entre otras alteraciones, que tienen lugar
cuando se les desprenden de la piel y se cortan. El AOVE fue adquirido directamente en una
almazara y almacenado en botellas de vidtio color &mbar con nitrégeno gaseoso ¢n el espacio
de cabeza. Estas muestras se mantuvieron en refrigeracion a 4° C hasta el momento de su
analitica. Antes de comenzat los ensayos, las muesiras se llevaron a temperatura ambiente y
se agitaron para homogeneizarlas.

Técnicas culinarias aplicadas.

Se han seguide cuatro téenicas culinarias de amplia difusidén dentro de la cocina
espafiola y mediterranea: la gran fritura, el rehogado, la coccion en agua y la coccidn en una
mezcla de agua- aceite. Las dos primeras se tratan de cocciones en medio graso y en nuestro
caso hemos utilizado como medio calorifico AOVE. En las dos ultimas el medio calorifico es
el agua.

Gran fritura: las patatas se sumergen totalmente durante 10 minutos en aceite
previamente calentado a 170-180° C a fin de dar lugar a la formacién de una costra o corteza
dorada, en la proporcion de 1:5 respectivamente para las patatas y el aceite. Con esta técnica
Ja fritura se produce de modo uniforme por toda la superficie del producto y se consiguen
patatas doradas y crujientes.

Rehogado: En esta téenica las patatas quedan en parte sumergidas en el aceite. El
aceite previamente se ha calentado entre 80-100° C. Las patatas y el acelte se han puesto en
una proporcién de 1:0,5 respectivamente durante 10 minutos. La poca cantidad de aceite
utilizado como medio calorifico hace que la parte del alimento sumergida en €l sea la que
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realmente se fife, mientras que la porcién emergida se cuece por el vapor de agua que se
forma en su interior. Con esta técnica culinaria, se favorece la palatabilidad al entrar el aceite
en contacto intimo con el alimento al mismo tiempo que se consiguen ablandar las hortalizas
y desarrollar, concentrar y combinar los sabores.

Coccién en agua: Sc parte de agua en ebullicién a 100° C a la que se le afiaden las
patatas en una proporcion respectiva de 5:1. Las patatas se cuecen por immersion completa ¢n
el agua durante 10 minutos. Mediante esta técnica, al echar las patatas en un medio cuya
temperatura ha sobrepasado los 70° C, se produce una coagulacién de las proteinas
superficiales en las patatas dificultandose el intercambio de sustancias hidrosolubles entre las
mismas y el medio que lo rodea.

Coccidén en A/A. Se procede como en la técnica anterior con la diferencia de que al
agua de coccidn se le afiade AOVE en una proporcion de 4,5:0,5 respectivamente, Se afiade
aceite al agua de coccidn a fin de desarrollar una coccidn con expansion de sustancias, donde
los fendmenos de dsmesis resultan extraordinariamente importantes.

Preparacion de las muestras.

Las patatas, una vez cocinadas por las correspondientes técnicas, se sacan de los
recipientes donde se han cocido, se dejan sobre papel absorbente para retirar el exceso de
grasa o de agua y a continuacion se procede a la preparacion de los extractos metanolicos
segilin la técnica descrita por Saura-Calixto E’

Por su parte, con el aceite procedente de la fritura, rehogado y del agua de coccidn se
preparan los extractos metandlicos correspondientes siguiendo el método propuesto por
Monteodoro G.F. y col®.

Estos extractos metandlicos se utilizan para determinar el CFT y la CA. También se
prepararon extractos metandlicos tanto de las patatas crudas como del aceite en crudo para
conocer el CFT v la CA de la que partiamos, antes de someter esta hortaliza a las distintas
técnicas de cocinado ensayadas.

El agua utilizada en las dos variantes de coccidn en medio acuoso no se somete a
extraccidn, segin la técnica descrita por Tabart J. v col.” La determinacion de CFT y CA se
realizo directamente sobre estas mucstras de agua, previamente centrifugadas para eliminar
cualquier residuo presente.

Técnicas analiticas
A las muestras analizadas sc les ha practicado el CFT y la Capacidad Antiocidante
Equivalente de Trolox (TEAC).
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Para la determinacién del CFT se ha seguido una modificacion del método Folin-
Ciocalteu propuesto por Singleton V. L. ¥ col.'® E1 CFT se expresé como pg equivalentes de
dcido galico/g masa seca.

La TEAC sc ha analizado segiin dos técnicas diferentes: el método DPPH (1,1-difenil-
2-picril-hidrazilo) (tomando como referencia la técnica descrita por Brand-Williams y col.™
y el método ABTS (2,2'-azino-bis(3-¢thylbenzthiazoline-6-sulphonic acid) (i€cnica descrita
por Pellegrini N. v col.'). En ambos casos los resultados se han expresado en pmol de
equivalentes trolox/g masa huimeda.

Analisis estadistico

Los resultados fuercn analizados usando el programa estadistico SPSS®, versién 15.0.
Los datos se expresaron como el promedio y desviacidn cstindar de tres repeticiones. Se
aplicd el ANOVA y la prueba de comparacién para detectar las diferencias entre las medias
con un valor de p<0,05.

RESULTADOS Y DISCUSION
Contenido fendlico total

En la Tabla 1 aparece recogido el CFT para la patata, el AOVE y el agua, antes y
después de las técnicas culinarias practicadas. En general, las patatas van a perder CFT sea
cual sea la técnica culinaria seguida. Lo mismo sucede con el aceite procedente de la fritura y
del rehogado. Estas pérdidas en fenoles pueden explicarse por la oxidacion térmica,
polimerizacién e hidrolisis que da lugar a productos de oxidacidén y por la formacion de
enlaces covalentes entre fenoles oxidados y proteinas o aminodcidos, asi como a la
polimerizacion de fenoles oxidados". Las mayores pérdidas en fenoles totales se producen en
el accite procedente del rehogado (pierde un 62,82 + 2,3%) y en las patatas procedentes de la
fritura (con una pérdida media de un 25,10 £9,9%). Esta reduccion obedece a que en técnicas
de fritura superficial como el rehogado se acentiia la oxidacion del aceite como resultado de
una mayor exposicion al oxigeno atmostérico que es favorecida por la agitacion y la
formacién de una pelicula que cubre al alimento'®. Por el contrario, cuando s¢ utiliza agua
como medio de transferencia de calor, el agua de coccion se enriquece en fenoles totales,
siendo este enriquecimiento mayor (34,5+1,8 pg equivalentes de dcido galico/g masa seca)
cuando al agua de coccidn se le afiade AOVE como ingrediente culinario. En este ultimo caso
al agua de hervido migran no solo los compuestos fendlicos solubles de la patata, sino que
también se produce una disolucion de los mismos compuestos presentes en el aceite por parte
del agua de coceidn.
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Tabla 1. CFT en muestras de patata, AOVE y agua crudos y procesados por cuatro técnicas
culinarias

e Reltbgg&é: -

IN.C . =Incremento no cuantificable (w)

Capacidad antioxidante

En la Tabla 2 aparece recogida la CA medida por los métodos ABTS y DPPH en la
patata, el aceite y el agua, antes y despugs de las técnicas culinarias practicadas.

En todos los casos, la patata gana en CA (tanto por el método ABTS como por el
método DPPH) y el AOVE pierde. La evaluacion con el método ABTS dio lugar a valeres de
CA mas altos y a incrementos en los contenidos globales mds evidentes que los cuantificados
por ¢l método DPPH. En la técnica ABTS, el radical tiene mayor afinidad por compuestos
solubles en agua y generalmente, en alimentos, se obtienen cuantificaciones superiores a las
del método DPPH. Por lo tanto las lecturas superiores serian el resultado tanto de la mayor
aplicacion alimentaria del método, como del incremento de la concentracion de sustancias
polares diferentes a los fenoles en las fracciones estudiadas (aceite, agua y patata).

Las mayores pérdidas en la CA se producen en el AOVE procedente del rehogado,
siguiendo la misma tendencia que lo expuesto para el CFT. Por el contrario, el mayor
incremento en la CA se produce precisamente en la patata cocinada por esta técnica y cuando
se aplica el método DPPH. Son también notables, los incrementos producidos en la CA de la
patata hervida con una mezela de A/A (41,8 + 30 % método ABTS y 92,2 £ 7.8 % método
DPPH). Parle de las sustancias antioxidantes del aceitc migran a la patata (las fracciones
liposolubles) mientras que la fraccion fendlica hidroseluble es extraida por la propia agua de
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coccidn.

La unica técnica culinaria donde se produce un incremento de la CA tanto de la patata
(38,0 & 23 % método ABTS v 218.9 = 56,3% método DPPH), como del AOVE (354 4 55,9%,
método ABTS), es la fritura. Esto puede deberse a la mayor capacidad antioxidante de los
compuestos fenélicos parcialmente oxidados generados durante la primera fritura del aceite,
esta tendencia puede no repetirse a medida que se incremente el namero de frituras con el
mismo aceite, ya que el estado de oxidacién también aumenta con la consecuente reduccion
de la capacidad antioxidante.

Tabla 2. Contenido de fenoles totales v capacidad antioxidante medida por los métodos ABTS y
DPPH en muestras de patata, AOVE y agua crudos y procesados por cuatro técnicas culinarias.
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IN.C.=Incremento no cuantificable (o0}

En todas las técnicas culinarias ensayadas [a patata gana cn CA, siendo el rehogado Ia
técnica mds efectiva. Este incremento de la CA puede deberse a un incremento de las
propiedades antioxidantes de ciertos polifenoles parcialmente oxidados como efecto de la
mayor habilidad de donar un dtomo de hidrégeno del grupo hidroxilo aromético a un radical
libre y/o a la capacidad de su estructura aromética de soportar el electrén desapareado a través
de la deslocalizacion alrededor del sistema electronico m. Otra posible causa puede ser la CA
de otros compuestos antioxidantes que pudicran estar presentes en fos extractos evaluados
(tocoferol, carotenos, vitamina C en el caso de hortalizas), o bien al efecto de sustancias
antioxidantes formadas durante la elaboracién del alimento como son los productos de la
reaccion de Maillard, o a sustancias no antioxidantes con capacidad de reaccionar con los

radicales sintéticos ”.

CONCLUSIONES

Siempre que se utiliza AOVE, ya sea como medio de transferencia de calor (fritura y
rehogado), ya sea como ingrediente culinario (coccién en A/A) se incremente la CA de la
patata.

La fritura incremento la CA de la patata y el AOVE; el rehogado incremento la CA de
la patata pero redujo la del aceite. Sin embargo, la mayor CA de la patata frita puede ser el
resuitado de la absorcién de aceite durante la-elaboracion y/o de la formacion de sustancias
que reaccionan con los radicales sintéticos pero con actividad biolégica nula o cuestionable.
Por lo anterior, es mas recomendable el consumo de las patatas procesadas a temperaturas
menores (rehogado) y una vez escurrido el exceso de aceite.

En las dos téenicas de coccién estudiadas, la solubilizacién de los polifenoles de la
patata y/o AOVE, y el incremento de la CA del agua, hacen recomendable consumir el
alimento junto con el agua de coccidn. La adicion de pequeilas cantidades de AOVE durante
la coccidn tiene el efecto de incrementar el CFT y la CA de la preparacidn, incluso en el caso
de retirar el exceso de aceite a fin de reducir la carga caldrica del alimento.
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heces de nifios alimentados exclusivamente con leche
materna, frente a Salmonella typhi.

Metodologia: Para obtener el sobrenadante, B.breve se
cultivé en medio Man Rogosa Sharpe (MRS) adicionado
de cisteina al 0,05%, durante 17 h o 24 h, a 37 C. El
sobrenadante se recogid por centrifugacion, se liofilizé y
se concentré diez veces. Una parte se neutralizo a pH
8.0. Se asteriliza mediante filtracion por 0,22 ?m. Enuna
placa multipocillos se afadieron por separado el sobre-
nadante en porcentajes (v/v) crecientes (1 y 4%), a pH
neutro (6,5) y acido (4,0}, a medio triptona soja inocu-
tado al 5% de Salmonella typhi CECT 725. Se midio la
densidad éptica a 620 nm en intervalos de una hora
durante 17 h, a 37°C y agitacion continua. Estadistica.
Los valores se expresan como media de cuatro experi-
mentos independientes. Para evaluar las diferencias
entre tratamientos se realizaron modelos lineales gene-
rales para medidas repetidas.

Resultados (ver doc adjunto en EVENTS } *p < 0,05.

Conclusiones: El sobrenadante de Bifidobacterium bre-
ve CNCM 1-4035 ejercié una inhibicion del crecimiento
sobre Salmonella typhi CECT 725, debida a la presencia
de compuestos antimicroblanos, pesiblements bacterio-
cinas, presentes en el medio.

Variacion del perfil de Acidos Grasos

y Capacidad Antioxidante en Calabaza

y Aceite de Oliva Virgen Extra con
tratamientos culinarios

Lépez Garcia de la Serrana H', Ramirez Anaya J-P', Sama-
niego Sanchez C7, Viliaion Mir M

'Facultad de Farmacia. Departamento de Nutricion y
Bromatologia. Universidad de Granada. Granada.

Las hortalizas y el aceite de oliva virgen extra (AOVE)
son componentes caracteristicos de la Dieta Mediterra-
nea a cuyo consumo se asocian beneficios para la salud
relacionados con microconstituyéntés bioactives con
actividad antioxidante. £l AOVE posee un perfil lipidico
gue ademas de contribuir al bienestar, también propor-
clona una alta estabilidad durante el procesamiento culi-
nario. El objetivo de este estudio fue determinar la capa-
cidad antioxidante (CA) por el método FRAP (poder
antioxidante del hierro reductor) y el perfil de acidos gra-
s0s (PAG) (cromatografia de gases) en muestras de
AQVE y de una matriz alimentaria (calabaza), tras la
aplicacion de fritura, rehogado, coccién y coccion en una
mezcla de agua y aceite (AA). Se ha utilizade para el
estudio de los resultados el anglisis de varlanza y la
comparacion de medias con un nivel de significancia del
5%. La CA en la calabaza frita superd a la obtenida por
cualquier otro tratamiento culinario. Bl AOVE presento el
mayor valor de capacidad antioxidante en los diferentes
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tratamientos, excepto en el rehogado con alimento. Alos
valores de la calabaza frita le siguieron en orden decre-
ciente: la rehogada, cruda, cocida y cocida AA. Lareten-
¢ion de la CA de 1a calabaza cocinada usando aceite
comao medio de transferencia de calor incrementd res-
pecto a la de la verdura cruda o cocida en agua. Entre el
95,80% a 97.23% de la grasa extraida de las muestras
estd constituida por los &cidos palmitico (9,56%), estea-
rico (3,27%), oléico (77,15%), y lincléica {6,81%) sin
diferencias significativas con el aceite fresco ni con las
muestras obtenidas en los experimentos de fritura, rého-
gado y coccion AA con calabaza o procedentes de las
simulaciones sin alimento. Los resultadoes indican que
los tratamientos culinarios con AOVE (sclo o en mezgla
con agua) incrementan la CA, y el PAG de la calabaza
cambia hasta igualarse con el del acefte absorbido. Por
lo tanto, el uso rutinario del AQVE durante (a elaboracion
doméstica de alimentos no solo garantiza la estabilidad
frente al deterioro relacionado con la exposicion de acei-
fes a altas temperaturas; también mefora el perfil nutri-
cional y funcional de los alimentos que lo incluyen, inde-
pendientemente de la técnica elegida.

IEM Lactobacillus paracasei GNCM 14034
disminuye [a respuesta inflamatoria inducida
por Salmonella typhi en células Caco-2

Mudioz Quezada &7, Bernldez-Brito Mz, Gomez Liorente C°,
Matencio £, Bernal M5, Romero F¢, Gil A7

‘Universidad de Granada. ®Instituto de Nutricién Infantil Hero.
Espana.

Introduccion: Las ¢élulas epiteliales intestinales son un
componente impaortante en fa respuesta inmunitaria y
responden a una variedad de estimulos incluyendo a
bacterias comensales y patégenas. La interleuquina 8
(IL-8) y el factor de necrosis tumoral- (TNF- son produci-
dos por macréfagos y otros tipos de células como los
enterocitos, involucrados en la respuesta inmunitaria de
la mucosa. Los probidticos podrian proteger frente al
dario intestinal producido por patdgenos, aungue los
mecanismos involucrados son aln desconocidos.

Objetivo: El objetivo de este estudio fue determinar si
Lactobacillus paracasei CNCM 1-4034 protege a las
células intestinales Caco-2 de la respuesta inflamatoria
producida por una bacteria enteropatogena, a traves de
la modulacién de la secrecién de citaguinas por parte de
las células Caco-2.

Metodologia: Las células Caco-2 fueron incubadas
durante 4 horas con Salmoenella typhi CECT 725 {1-2
107 UFG/ml) y/o Lactobacillus paracasei CNCM [-4034
(1-2 % 108 UFC/mi). La secrecion de IL-8 y TNF-u de [as
células Caco-2 fue medida mediante el inmunoensayo
MILLIplexTM kit utilizando el sistema Luminex 200
basado en la tecnologia xMap.
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oxidativo, el envejecimiento celular y algunas enferme-
dades. El estilo de vida actual esta favoreciendo la acu-
mulacién de radicales libres y especies reactivas del oxi-
geno en nuestro grganismo y come consecuencia de
ello un aumento del nivel pxidativo a nivel fisiologico. Por
esto es recomendable el aporte de antioxidantes de
caracter exogeno. Los productos naturales que predo-
minan en la terapéutica natural contienen una serie de
principios activos que, a parte de se los constituyentes
guimicos responsables de los efectos terapéuticos de
las plantas vegetales, también pueden serresponsables
de su actividad antioxidante.

Objetivo: Estudio la actividad antioxidante de diferentes
de plantas medicinales a partir de infusicnes vegetales
empleadas en la medicina tradicional espanola y comer-
cializadas en el area geografica de Granada.

Método: Se analizaron 37 plantas medicinales a partir de
la infusidn de 2 g de planta en 150 ml de agua a 98° C
durante 7 minutos. Posteriormente se evalué fa actividad
antioxidante de fa infusién mendiante 4 métodos distin-
tos (ABTS, DPPH, FRAPy Folin-Ciocalteau). Asi mismo
se evalud la ingesta de compuestos antioxidantes a par-
tir de la actividad antioxidante obtenida y el consumo
promedio en Espafia de los alimentos estudiados
(MAPA, 2010).

Resultados: Se observd que las infusiones con mayor
actividad antioxidante fueron el grupo de los tés (verde,
blanco, rojo, negro) seguidos del orégano y la melisa. Si
se tiene en cuenta el consumo de infusiones, se observa
que los tés sen una gran fuente de antioxidantes, pero
que las infusiones en general, incluso la manzanilla,
contribuyen en gran medida a la ingesta de compuestos
antioxidantes.

Discusidn/conciusicn: Los datos obtenidos demuestran
que las plantas medicinales, a parte de su actividad tera-
péutica, son una fuente muy importante de compuestos
con actividad antioxidante en la dieta espafola.

Evaluacidn del contenido de
melanoidinas y su actividad antioxidante

en alimentos de la dieta espafiola procesados
térmicamente

Samaniego Sanchez C, Pastoriza de fa Cueva 5, Rufian JA
Dpto. Nutrician y Bromatalogia. Facultad de Farmacia. Univer-
sidad de Granada.

El tratamiento térmico es muy com(n durante el proce-
sado y/o cocinado, asi coma durante [a conservacion de
los alimentos. Asi, el procesado térmico permite mejorar
atributos de valor y de salud de los alimentos. Los trata-
mientos de esterilizacion, fritura, tostade, herneado, etc.
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llevan intrinsecos una serie de transformaciones en el
alimento que conducen a la formacién de nuevos com-
puestos que inciden, de manera general, en la aceptabi-
lidad del producto por el consumidor. La reaccién de
Maillard es 1a responsable de muchos de los colores y
sabores existentes en todos los alimentos procesados
térmicamente. En las Gltimas etapas de dicha reaccion
se producen unos compuestos de color pardo y alto
peso molecular conocidos como melanoidinas. Estos
compuestos presentan una actividad antioxidante
potente, de forma que que podrian ser usadas para ela-
borar alimentos con propiedades funcionales.

Objetivo: Determinar el contenido de melanoidinas de
diversos alimentos procesados térmicamente, evaluar
su actividad antioxidante y determinar €l aporte de com-
puestos antioxidantes que hacen en |a dieta espanocla.

Método. Se extrajeron las melanoidinas de 16 alimentos
que sufren un procesado térmico intenso durante su ela-
horacion y se evaluo su actividad antioxidante mediante
5 métodos (ABTS,DPPH, FRAP, HOSC y Folin-Ciocal-
teau). Asi mismo se evalud la ingesta de compuestos
antioxidantes a partir de la actividad antioxidante obte-
nida y el consumo promedio en Espafia de los alimentos
estudiados (MAPA, 2010).

Resultados: Se abservo que los alimentos con mayar
actividad antioxidante saon el café, seguido del vinagre
balsamico y el vinc dulce. Sin embargo, cuando se tiene
en cugnta su consume diario, los alimentes que aportan
al dia mas compuestos antioxidantes (derivados de la
reaccion de Maillard) son el café, las galletas y la cer-
vezarubia.

Discusidn/conclusicn: Los datos obtenidos demuestran
que los alimentos procesados térmicamente son una
fuente a tener en cuenta de poder antioxidante en la
dieta espanola.

k) Perfil de 4cidos grasosy contenido
fenolico total en aceite de oliva virgen extra
tratado térmicamente

Samaniego Sanchez C, Cordero Flores OJ, Ramirez Anaya JF,
Viliaton Mir M, Lopez Gaicia de la Serrana H

Dpto. Nutricion y Bromatologia. Facuitad de Farmacia.Universi-
dad de Granada.

Et aceite de oliva virgen extra (AOVE) es uno de los com-
ponentes que caracterizan a Dieta Mediterranea, a cuyo
consumo se asocian heneficios para la salud relaciona-
dos con el perfil de 4cidos grasos {PAG) y microconstitu-
yentes bioactivos como los antioxidantes polifendlicos.
La manipulacion previa al consumo de los alimentos
causa variaciones en su composicién relacionadas prin-



cipalmente con los incrementos de temperatura a los
que también es susceptible el AQVE dada su participa-
cién en la alimentacion como ingrediente y medio de
transferencia de calor. El objetivo fue cuantificar el CFT
(método de Folin Clocalteau) y el PAG (cromatografia de
gases) en AOVE frescoy tratado a las temperaturas de 3
tratamientos culinarios de uso frecuente a nivel domés-
tico (fritura, rehogado y coccion). Los tratamientos térmi-
cos cambiaron significativamente el CFT. El aceite reho-
gado presenté la mayor concentracidn siguiendo en
orden decreclente: frito, crudo y cocido; en este Gltimo,
se observo la difusion de los fenoles hacta el agua de
ebullicion. En cuanto al PAG, entre el 85 al 97% de la
grasa extraida de las muestras esta constituida por los
acidos palmitico {9%), estedrico {3%), oleico (77%), y
linoléico (6%); en el caso de la fritura, hubo un incre-
mento leve del porcentaje de acidos grasos insaturados
acompanado de un descenso en los mono y poliinstura-
dos; sin embargo, las diferencias no fueron significativas
respecto al aceite crude o el experimentado en cual-
quiera de los tres procesos investigados. Los resultados
indican que los tratamientos culinarios (AOVE solo en
mezcla con agua) cambian la CFT, sin embargo el PAG
permanece constante. Porlo que, dada la estabilidad del
PAG, una adecuada eleccién de los métodos a nivel
doméstico garantizara un aporte optimo de antioxidan-
tes polifendlicos.

] Efectos de la manipulacion sobre la
calidad higiénica de aceite de oliva

Samaniego Sdnchez C', Nassira Ef haouhay', Asehraou A2,
Villaton Mir M, Ldpez Garcia de la Serrana H*

'Dpto. Nutricion y Bromatologia. Facultad de Farmacia. Univer-
sidad de Granada. "Department of Biology. Faculty of Sciences.
University Mohamed Premier. Oujda. Marruecos.

introduccion: El aceite de oliva es un alimento fundamen-
tal de fa dieta mediterranea. Su consumo es beneficiosos
gracias a su contenido en acidos grasos insaturados y en
componentes antioxidantss. Diferentes factores influyen
en la calidad del mismo entre ellos la manipulacién
durante las etapas de su produccién. La manipulacién
inadecuada junic al mal almacenamiento de la aceituna,
afectan negativamente a la calidad higiénica del mismo.

Material/métodos: Se han analizado 46 tipos de aceites
procedentes de almazaras tradicionales marroquies,
que escapan a cualquier tipo de sistema de control de
calidad. 5e han realizando andlisis microbiologicos y
pruebas de calidad segln los métodes actuales recogi-
dos en la reglamentacion espanola. Las muestras estan
clasificadas en 3 grupos segun el tiempo de almacena-
miento de las aceitunas antes de su trituracién: Grupo A:
1a7dias, GrupoB:15a20diasy Grupo C: 20 a 40 dias.
Resultados/conclusiones. Los resultados indican presen-
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cia de grados de acidez de 0,56-1,97% en el grupo A, de
2,74-8,14% en el grupo By de 0,57-17,79% en el grupo C.
Los andlisis microbiolégicos muestran la presencia de
Mesofilos, Psicrotroficos, Levaduras y Mohos, en todos
los grupos, y ausencia de Enterobacterias. Estos microor-
ganismos producen lipasas que provocan la hidrélisis de
los triglicéridos, aumentando la produccién de los acidos
grasos libres que se traduce por un grado de acidez alto.
La mayoria d¢ las muestras de aceite de grupos By C pre-
sentan grado de acidez elevado, asi clasificados como
lampantes segtin el Reglamento de |a Unidn Europea (CE
2002). La manipulacion inadecuada de las aceitunas, las
incorrectas condiciones de su almacenamiento, la falta de
control higienico y la conservacion del aceite en envases
ne adecuados, favorecen el crecimiento de microorganis-
mos, mermando la calidad microbicldgica higiénica y
nutritiva del aceite.

Efecto del envasado en vidrio en la com-
posicion de dos variedades de judias del
ITACYL, “almonga” y “curruquilla”

Asensio-Vegas C', Pedrosa MM, Olmedilia-Alonso B,
Asensio M*C, Manzanera 5% Ibeas-Garcia A+

'Instituto Tecnoldgico Agrario de Caslilla y Ledn (ETL). Palen-
cia. ®Instituto Nacional de Investigacion y Tecnologia Agraria y
Alimentaria (Dpto. Tecnologia de los Alimentos). Madrid. #Insti-
tuto de Ciencia y Tecnologia de los Alimentos y Nutricion {Dptlo.
Metabolismo y Nutricién}. Madrid. “Instituto Tecnolégico Agrario
de Castillay Ledn (Area de Agricultura). Valladolid.

La judia comun {P. vulgaris L.} es la leguminosa de con-
sumo humano mas importante a nivel mundial por su
gran valor nutricional. Solo con aumentar su consumo
podrian llegar a reducirse algunas enfermedades croni-
cas y situaciones de malnutricion. Para su consumo es
necesario el tratamiento térmico, que elimine sus facto-
res antinutricionales.

Maferial y métodos: Se ha estudiado el efecto del enva-
sado en vidrio (remojo, escaldado a 70° C durante 2y
coccién a 116 ¢C durante 427) en dos variedades de
judias, ‘Almonga’ (grano blance) v ‘Curruquilla’ (grano
crema), en los compuestos bioactivos (azucares solu-
bles, inositof fosfatos totales (IP), inhibidores de tripsina
(IT}, lectinas (PHA) y fenoles totales), en la actividad
antioxidante, en el contenido mineral y en componentes
nutricionales {proteina, grasa, fibra alimentaria, almidon,
amilosa y amilopectina).

Resultados: El proceso reduce en ambas variedades el
contenido en sacarosa y oligosacaridos de |a familia de la
rafinosa. Hay una reduccién del 50% en el contenido total
de IPy del 8% en IT. En crudo difieren significativamente
en lectina, eliminandose ésta en las dos tras el tratamiento
térmico. El proceso reduce el contenide fendlico en ambas
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respectively). Total n-3 PUFA were around 2.5 g/100 g (of which
approximately 500 mg/100 g were long chain n-3 PUFA) In refor-
mulated frankfurters as opposed to around 0.11 g/100 g in ali-
pork-fat product. PUFA/SFA and n-6/n-3 PUFA ratios in control
sample were 0.3 and 9.3; in reformulated frankfurters the
PUFA/SFA ratio was higher (1.7) and the n=-6/n-3 PUFA ratio was
lower (0.5). This type of meat product with a low Jevel of SFA and
a high fevel of PUFA (including LC n-3 PUFA) approximates more
to dietary recommendations for optimal intake of total, saturated
and unsaturated fatty acids without compromising thelr techino-
fogical, microbiclogical and sensotial properties.

NUEVO METODO DE MEDIDA
CROMATOGRAFICA PARA DETERMINAR
COMPONENTES BIOACTIVOS

EN EL LYCOPERSICON ESCULENTUM MILL

Samaniego Sanchez C, Stagno C, Quesada Granados 1],
Blanca Herrera R, Brandolini V, Lépez Garcia de la Serrana H
Departamento de Nutricidn y Bromatologiz, Facultad de Farmacia,

Universidad de Granada, Espafia. Laboratorio Chimica degh Alimentl,
Dipartimento df Scienze Farmaceutiche, Universita di Ferrara. Italla.

csama@ugr.es

INTRODUCCION: El tomate (Lycopersicon esculentum Mill.) con-
stituye un alimento bésico en la dieta y s una fuente importante
de miitiples sustancias bioactivas con funcidn antioxidantes. Un
consumo elevado de estos compuestos presenta efectos benefi-
ciosos para la salud humana y esth asociado directamente con
una disminucién en las enfermedades relacionadas con el stress
oxidative. Rico en vitaminas, minerales, compuestos fenélicos y
carotenoides, destaca &l licopeno y B- caroteno responsabies
mayoritariamente del color caracterfstico del tomate, con una im-
portante funcién bioldgica y elevada funcién antioxidante. El con-
tenido de ambos componentes varfa en funcidn a la variedad del
tomate, grado de maduracién y condiciones agronomicas-ambi-
entales durante el crecimiento. OBJETIVO: Caracterizacidn de
diferentes variedades de tomate, cuantificando el contenido an li-
copena y B- caroteno aplicando un nuevo método rapido de me-
dida por cromatografia liquida, MATERTAL Y METODOS: El estu-
dia s& ha realizado en diversas variedades locales de tomate,
cultivados en la zona costera de Granada (Espafia). Se ha desar-
roliado un método de HPLC para identificar y cuantificar de man-
era simultinea los componentes antioxidantes presentes en el to-
mate, licopeno y p- caroteno. RESULTADOS: Ef método puesto a
punto ha demostrado ser simple, rapido, requiere poca cantidad
de muestra, y con los parémetros analiticos se puede concluir
que el método es,precioso (RSD < 3%), exacto (Recuperacion de
96-1009%), especifico, con excelente sensibilidad v linealidad
(r2=0,999). Todas las variedades de tomate presentaban un alto
contenido en licopeno y - caroteno, con valores comprendides
entre (1,76 + 0,34- 21,83 = 4,82 mg/100g v 14,07 £4,12-52,92
+ 6,13 mg/100g) respectivamente, dependiando mucho su con-
tenido de! grado de maduracién v variedad del tomate. CONCLU-
SION: La eficacia del método desarrollade permite una rapida
cuantificacion de ambos componentes antioxidantes presentes en
el tomate, y que podria ser aplicado para su cuantificacidn a otros
productos industrizles derivados de dicho vegetal. Es importante
la determmacmn de esios componentes va que en certa medida
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cionales del alimento y que presentan una importante accién
beneficiosa para el organismo.

PREVALENCIA DE SENDROME METABOLICO
EN LA COSTA GRANADINA Y SU RELACION
CON EL IMC

Millan-Rodriguez 5, Samaniego-Sanchez C,
Quesada-Granados 13, Lopez-Garcia de 1a Serrana H
Departamento de Nutricion y Bromatologia, Facultad de Farmacia,
csama@ugr.es

Introduccién: Es importante para la salud pdblica conocer la inc-
dencia de sindrome metabdlico (SM) en fa poblacién. Se sabe que

 |a prevalencia de SM depende de muchos factores como el sexo,

la raza, la distribucidn geogréfica. Ef indice de masa corporal
(IMC) constituye uno de los métodos, entre los antropométricos
para evaluar el estado nutriclonal, mas utilizados por su simpiici-
dad de obtendidn y andlisis. Objetivos: Calcular la prevalencia de
SM en la Costa Granadina. Estudiar en dicha poblacion & IMC y
su relagin con el SM. Método: Se estudiaron 119 individuos de
la Costa Granadina. Todos los sujetos, previo consentimiento por
escrito, fueron sometides a un estudic individualizade que inclufa
medidas antropométricas para fa obtencidn del IMC, asf como
controles de Colestarol -HDL, triglicéridos, glucosa basal, presién
arterial y circunferencia abdominal, Usando los criterios de diag-
néstico de [a ATP 11T 2001 (Adult Treatment Panel 111) s& clagificd
a la poblacién en dos grupes: Individuos con SM e Individuos sin
SM o control. Los datos obienidos fueron convenientemente
tratados con el paquete estadistico SAS. Resultados: Se obtuvo
una prevalencia con SM del 20,2% de la pobladién, de los cuales
el 58,3% eran mujeres. Los resultados obtenidos refigjan difer-
encias estadisticas significativas para el IMC entre individuos
clasificados con SM, frente al grupo de individuos control. Dis-
cusién/Conclusion: Estudios de intervencion similares coinciden
con el nuestro, que la prevalencia de SM es significativamente
mayor en poblaciones del Sur de Espafia respecto a poblaciones
de! Norte peninsular. Bt indice de masa corporal (IMC) en individ-
uos con SM es mayor que en agquelios otros clasificados como
grupo corirol, siendo el valor en todos los casos superior a 30
(obesidad seglin la OMS).

MODIFICACION DE LA CAPACIDAD
ANTIOXIDANTE DE CALABAZA SEGUN
EL. TRATAMIENTO CULINARIO PRACTICADO

Ramirez-Anaya JP, Samaniego-Sanchez C, Villalsn-Mir M,
Lépez-Garcia de la Serrana H

Departamento de Nutricion y Bromatologia, Facultad de Farmadia,
Universidad de Granada.

csama@ugr.es

INTRODUCCION: La calabaza es un alimento no muy habitual en
nuestra ya reconocida Dieta Mediterranea, sin embargo su desta-
cado aporte en betacarotenos (provitamina A), pigmentos que le
confieran su caracterfstico color anaranjade, hacen que el con-
sumo habitual de calabaza contribuya a prevenir el dafio origina-
do por los radicales libres, gracias &l caracter antioxidante. Ac-
tualmente las pa‘actlcas culinarias y gastronomvcas han camblado
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minar la influencia que estds técnicas pueden tener sobre com-
ponentes bésicos y vitales para el buen funcionamiento de nue-
stro organismo. OBIETIVO: Determinar la influencia que diversas
técnicas culinarias propias de la cocina mediterrdnea tienen so-
bre el contenido en componentes bioactivos presentes en esta
hortaliza v su relacion directa con la pérdida de capacidad antiox-
idante (CA) y el contenido fenolico total (CFT) MATERIAL Y
METODOS: Se han seguido tres técnicas culinarias (fritura, re-
hogado y cocddn) que utiiizan como medio de transferencia de
calor, aceite 0 agua. Se calculd la retencién y distribugién de los
polifaroles totales (método de Folin Clocalteau) v de la capacidad
antioxidante determinada por el método basado en el poder an-
tioxidante del hierro reductor (FRAP} en el aceite y la calabaza
fresca, y en los recuperados tras la aplicacidn de los tres
tratamientos culinarios. Se ha utilizado para el estudio de los re-
sutados el analisis de varianza y la comparacion de medias con
un nivel de significancia del 5%, RESULTADOS Y DISCUSION: La
CA en la calabaza, tras [a primera fritura, es superior a la obteni-
da por cualquier ctro tratamiento culinario. No obstante, &l con-
tenido en Fenoles Totales (CFT) disminuyd con la fritura y re-
hogado, mientras que aumentd en la calabaza cocida. El AOVE
presenté ef mayor valor de capadidad antioxidante en los difer-
entes tratamientos, excepto en el rehogado con alimento. En la
calabaza frita se midieron los valoras més altos de todas las frac-
ciones recuperadas durante el estudic y le siguiercon en orden de-
creciente la rehogada, cruda y cocida. En contraposicién a la ten-
dencia del CFT, la retencién de la CA de la calabaza cocinada
usando acaite como medio de fransferencia de calor incrementd
~ respecto 2 la de la verdura cruda o coclda en agua ya que parte
da |a fraccion fendlica del acefte pasa a la verdura. La adecuada
eleccidn de los métodos culinarios maximizarén la CA y el aporte
de polifenoles del AOVE vy la calabaza a la dieta.

ANALISIS DE FITOESTR()’GENOS EN CERVEZAS
ESPANOLAS Y ESTIMACION DE SU CAPACIDAD
ANTIOXIDANTE
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Introduccion: La cerveza es una bebida milenaria originaria de la
cultura mediterranea clasica, vinculada desde la antigledad 2
fines terapéuticos. Ademas de formar parte de la alimentacién
meditarranea, su consumo moderado puede mejorar la calidad
nutricional de |a dieta. Objetivo: Analizar la concentracién de dis-
tintos fitoestrégenos presentes en diferentes tipos de cerveza es-
pafiola y estimar su capatidad antioxidante. Material y métodos:
Muestras. Se analizaron catorce marcas de cervezas espafiolas,
facilitadas por el Centro de Cerveza y Salud. Método analitico, La
extraccién de los fitoestrogenos de las muestras de cerveza, se
realizd mediante extraccién liquido-tiguido y mediante cro-
matografia liquida de alta resolucién (HPLC) se determind la pres-
endia de daizdeina, xanthohumol, genisteina, enterodiol, coume-
strol, enterolactong, formononetin, equol y 8-prenylnaringenina.
Estimacién de la capacidad antioxidante. Tomando como punto
de cotte la mediana de la concentracidn de cada uno de los fi-
toestragenoes analizades, se ha desarroliado un indice de calidad

Nutr, lin. diet. hosp, 2011; 31(supl, 1): 59

Publicaciones y Congresos

antioxidante. La escala de este ndice va de 0 {capacidad antiox-
idante minima) a 7 (capacidad antioxidante méxima). El ahdlisis
estadistico se realizd con el programa SPSS 15.0 (SPSS Inc.,
Chicago, IL, USA), utilizando diferentes téenicas descriptivas (me-
dias, desviaciones estandar, y test de distribucién de normalidad).
Resultados Todas las marcas espafiolas de cerveza analizadas
contienen fitoestrégenos. La daizdeina es el fitoestrogeno que se
presenta en mayor cantidad en las muestras analizadas. Los val-
ores se sitdan enire los 5.573{1.72) ug/100 mL de la muestra 12
y los 3.463(1.25) 1ig/100 mL de [a muestra 13. También se de-
tectaron genistefna, formononetin y equol, en cantidades
menores con respecto a la daizdeina, Estos compuestos presen-
tan valores medios de 0,528(0.404), 0.133(0.118) y 0.001(0.001)
ug/100mi, respectivamente. la daizdeina, genistefna, for-
mononetin y Biochanin A son los que contribuyen en mayor me-
dida, al aporte de fitoestrégenos de la cerveza. La capacidad an-
tioxidante media de las cervezas analizadas es 2.14, adoptando
un valor minimo de 0 y maximo de 4. Las muestras 3 y 10 son
las que presentan un mayor potencial antioxidante, mientras que

-las muestras 6 y 11 presertan valores mas bajos. Conclusion Se

han analizado 14 muestras de cerveras espafiolas, identifican-
dosa y cuantificindose la presencia de 7 fitoestrégencs. Esto ha
permitido evaluar la capacidad antioxidante total de las cervezas.

PROPUESTA DE UN INDICE DE CALIDAD
DE LA GRASA DE LA DIETA {(ICGD)

Monteagudo C, Caballero ML, Pardo-Vasquez MI, Segovia L,
Mariscal-Arcas M, De la Torre-Robles A, Murcia-Tomas MA,
Lorenzo-Tovar ML
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Introduccién: Los cambios sociales acontecidos en los Ultimos 40
afios en nuestra sociedad, han alterado el patrén de consumo
tradicional y promueven estilos de vida mas sedentaries. Estos
hallazges explican la aparicién temprana de enfermedades rela-
cionadas con la dieta. Objetives: Valorar el perfil fipidico de la di-
eta de una poblacion mediante fa propuesta de un Indice de Cal-
idad de la Grasa de la Dieta (ICGD). Material y Métodos:
Poblacién. La muestra estudiada esta formada por 847 nifios v
nifias de Granada, de edades comprendidas entre 8 y 10 afios.
Recogida de datos. Se han empleado tres recordatorios de 24h
para analizar la ingesta dietética de dos dfas laborables y un dfa
festivo. Los mentis se han valorado con €l programa informético
Dietsource. ICGD. Teniendo en cuenta las recomendaciones para
la poblacion espafiola dadas por Olga Morelras y col (2007), se
ha puntuado positivamente cuando dichas recomendaciones
guedan cubiertas. La escala def indice va de 0 a 11 (<4, calidad
baja; 4-7 calidad media; >7, calidad alta). El analisis estadistico
se realizd con el programa SPSS 15.0 (SPSS Inc, Chicago, IL,
UsA), utilizando diferentes técnicas deseriptivas (medias, desvia-
ciones estdndar, medianas y test de distribucidn de la normali-
dad). Resultados: La ingesta energética procedente de los [fpidos
de la dieta de los sujetos analizades, supone un 41,60%
(15,52%) de la ingesta energética tofal del dia; sdlo el 16% de
los sujetos analizados estan dentro de fa recomendacion (<35%
de la energla total). La energla media aportada a partir de AGS,
AGM y AGP, tespecto a la energia total, es de 14.08% (5,75%),
17,01 (7,42%) vy 4,21% (2,25%), respectivamente. El valor medio
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que el producto cumplio con las especificaciones de fas
Normas Oficiales Mexicanas. Elanalisis sensorial se
realizé con 84 panelistas no entrenados con edades
comprendidas entre 8-16 anos. La bebida fue aceptada
reportando un promedio general de los pardmetros eva-
luados de 3.78, 1o que correspondié a una calificacion de
“me gusta mucho”.

Conclusion: Se concluye gue se logro la elaboracion de
la bebida planteada gracias a la fermentacién con Lacto-
bacillus acidophilus cepa Boucardii, que ademds fueron
recuperados en el producto terminado. El contenido pro-
teico de la bebida fue similar al de la leche (4%}, con una
buena aceptacion en el analisis sensorial y cumplio con
las especificaciones sanitarias de la Nerma Oficial mexi-
cana (NOM-185-SS5A1-2002).

BB Influencia de las técnicas culinarias
sobre la actividad antioxidante y contenido
fendlico total en aceite de oliva virgen exira

Ramirez Anaya JF, Samaniego Sanchaz C,

Lépez Garcla de fa Serrana H, Villaton Mir i1

Dpto. Nutricién y Bromatologia Facultad de Farmacia Universi-
dad de Granada.

Introduccion: El aceite de cliva virgen extra (AOVE) es
uno de los componentes gque caracterizan la Dieta Medi-
terranea, a cuyo consumo se asocian beneficios para la
salud ralaciohades con micro constituyentes bioactivas
como los antioxidantes polifendlicos. L.a manipulacion
previa al consumo de los alimentos causa variaciones
en la capacidad antioxidante (CA} y en e contenido de
ferioles totales (CFT) a las que también es susceptible el
AOVE.

Objetivo: Estudiar el efecto que tienen clertos tratamien-
tos culinarios de uso frecuente a nivel domestico (fritura,
rehogado y coccicn) sobre el AGVE, ya sea utilizado
como ingrediente o como medio de transferencia de
calor.

Métodos: Para ello se ha analizado el CFT (método de
Folin Ciocalteay) v la CA a ravés de 4 métodas DPPH,
ABTS, FRAP y DPMD en los extractos metandlicos y en
el agua de coccidn de muestras comerciales de acelte. A
los resultados obtenidos se aplico el analisis de varianza
y la comparacién de medias con un nivel de significancia
del 5%.

Resultados: Los tratamientos térmicos afectaron signifi-
cativamente el CFT y la CA. La fritura ccasioné un des-
censo de la CFT, mas acentuado durante ta inmersion
que en el rehogado; mientras que en Ja coceién se veri-
ficd la difusion de los fenoles desde el AOVE hacia el
agua de ebullicion. La CA presentd patrones de reduc-
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cion semejanies a la CFT y mantuvo una correlacion
positiva y significativa con este parametro. Ei método de
cuantificacion erigind variaciones en la medida de la CA;
sin embargo, la interpretacién conjunta de la CA obte-
nida con los cuatro métodos facilita la comprensian del
mecanismo antioxidante involucrado.

Conclusidn: La adecuada eleccidn de los métodos %
condiciones de elaboracion culinaria aptimizaran la CAy
el aporte de polifencles del AOVE a |a dieta.

Efecto dela irradiacién en embutidos
madurados Ready-To-Eat (RTE) elaborados
con piel de tomate como fuente de licopeno

Selgas Cortecero MLy, Gémez Losada C7,

Calvo Rodriguez MM=, Garcia Sanz ML

'Dpto. Nutricion, Bromatologia y Tecnologia de los Alimentos
Facultad de Veterinaria. Universidad Complutense Madrid.
“Instituto de Fermentaciones Industrales (IF1), Instituto de
Ciencia Tecrnologia de los Alimentos y Nutricion (ICTAN).CSIC

Introduccion: La piel de tomate seca (PTS) ha sido utili-
zada con éxito como fuente de licopeno para la slabora-
<ién de productos carnicos madurados potenciaimente
funcionales.

Objetivo: Gonocer si el tratamiento con radiaciones
ionizantes es adecuado para la obtencién de productos
carnicos madurados RTE enriquecidos con licopeno,
estudiando los camtios que se producen en las carac-
teristicas fisico-quimicas y sensoriales.

Materiales y métodos: Se elaboraron salchichones con 0
Y 2% de PTS, se lonchearon, envasaron a vacio ¥ some-
tieron a radiaciones {0, 2 v 4 kGy) {IONMED, §.A., Taran-
con, Cuenca). Se estudio el efecto en la microbiota {total,
lactica y micrococacea), concentracién de licapeno
(HPLC), color (sistema CIE L*a*b®), textura (andlisis de
perfil de textura) y aceptabilidad sensorial (analisis prefe-
rencial). Los resultados se analizaron estadisticamente
medianite un ANOVA de una via.

Resuitados: Los tratamientos con 2 kGy redujeron la
microbiota entre 2 y 3 ciclos logaritmicos; la aplicacién
de 4 kGy produjo una reduccion adicional de 3-4 ciclos
fogaritmicos. La concentracién de licopeno aumenta de
1,20 = 0,75 en los salchichones control a 1,59 + 0,8
mg/100g en los irradiadas a 4 kGy lo que podria debarse
a que esta dosis induce cambios en la estructura de la
PTS que favorezcan la extraccion def caroteno. La irra-
diacién madificé el color de las muestras con PTS, fun-
damentalmente el pardmetro b* donde los valores fue-
ronde 11,11 1,20y 13,27 + 0,95 en los lotes irradiados
a0y 4 kGy, respectivamente (p < 0,05). La irradiacion no
tuvo una influencia significativa en la textura; asi, la
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INFLUENCIA DE LOS DIFERENTES TRATAMIENTOS CULINARIOS SOBRE EL
POTENCIAL ANTIOXIDANTE DE LA PATATA

J.P. Ramirez-Anaya; C. Samaniego-Sanchez; M. Villalén-Mir; H. Lopez-Garcia de la Serrana

Departamento de Nutricion y Bromatologia, Facultad de Farmacia, Universidad de Granada.

Granada, Espafia. csamalgugr.es
PALABRAS CLAVE:Coccion, fritura, rehogado, fenoles totales, capacidad antioxidante, patata.

INTRODUCCION:

El aceite de oliva virgen extra {AOVE) y la patata son alimentos caracteristicos en la Dieta Mediterranes, a
su consumo se asocian beneficios para la salud relacionados con microconstituyentes bicactives como los
antioxidantes polifenclicos. La transformaciom previa al consumo de los alimentos causa variaciones en la
relencion y distribucion de la capacidad antioxidante (CA) y en el contenide de fenoles totales (CFT)

OBIETIVO:
Cuantificar la variacién de la retencion y distribucion de CET v la CA en AOVE, agua, y patalas tras la
claboracién con 4 técnicas culinarias.

METODOLOGIA:

Se caleuld la retencién y distribucion del CFI' (método de Folin Ciocalteau) y de la CA determinada por 4
métodos [Acido 2,27-azinobis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonico) (ABTS); |, 1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH);
N,N-dimetil-p-fenilendiamina dihidroctoruro (DMPD) y, el basado en el poder antioxidante del hierro
reductor (FRAP}] en AOVE, agua y patatas frescas, v en los recuperados tras la aplicacidn de 3 tratamicentos
culinarios {fritura, rebogado v coccién) de uso frecuente a nivel doméstico. Se ha utilizado para ¢l estudio de
los resultados el andlisis de varianza y la compatacién de medias con un nivel de significancia def 5%.

CONCLUSION /DISCUSION:

El AOVE en los diferenies tratarnientos tenia la mayor CFT del estudio, sobresaliendo el crudo. En el caso de
la patata, tras la fritura se midieron valores superiores al resto de tratamientos. La retencion de FT (suma del
contenide de todos los ingredientes) disminuyé con la fritura y rehogado, la tendencia contraria solo se
confirmd en el agua y la patala durante la coccidn. El AOVE presentd el mayor contenido en CA en los
diferentes tratamientos, excepto en el rehogado con alimento; mientras que la més baja correspondié al agua
(cruda, coccion festigo y con patata). En la patata frita se midieron los valores mas altos de todas las
fracciones recuperadas durante el estudio, v le siguieron en orden decreciente Ia rehogada, cruda y cocida.

En contraposicion a la tendencia del CFT; la retencién de la CA (métodos ABTS, DPPH, DMPD y FRAP) de
los ingredientes elaborados mostro tendencia a incrementar respecto a Ja de los ingredientes crudos.

El método de cuantificacién originé variaciones en la magnitud de la CA; sin embargo, la interpretacion
conjunta de la CA medida con los cuatro métodos facilita la comprension del mecanismo antioxidante
invelucrado. La adecuada eleceidn de los métodos y condiciones de claboracion culinaria maximizardn la CA
vy el aporte de polifenoles del AOVE y la patata a la dieta.
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