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Resumen

Resumen

En este proyecto fin de carrera, se ha llevado a cabo la caracterizacion de los
antioxidantes naturales presentes en el tomate rosa de Barbastro y la determinacién
de su valor nutritivo y funcional, dado que se trata de un tomate que cada dia adquiere
una mayor importancia econdmica en Aragon y del cual aun no hay ningun estudio en

el que se haya determinado su valor nutritivo y funcional

Para ello, se ha llevado a cabo el andlisis de los polifenoles presentes, en
concreto de los acidos fendlicos, del contenido total de fenoles y de los carotenoides,
licopeno y beta-caroteno. Previamente, se ha realizado una cuidada seleccién de las
muestras de tomate rosa de Barbastro, facilitadas por el CITA, en funcién de la linea de
variedad, de la parcela de cultivo (Barbastro y Montafia) y de las condiciones de cultivo
(tunel de plastico y aire libre)

Se ha llevado a cabo la puesta a punto y optimizacion de un procedimiento
analitico adecuado para la extraccion, separacion, identificacidon y cuantificacidon de
cuatro acidos fendlicos presentes en el tomate rosa de Barbastro: acido clorogénico,
acido caféico, acido ferulico y acido p-cumarico. El contenido en polifenoles presentes
en el tomate rosa de Barbastro, se ha complementado con la determinacion de los
fenoles totales segln el método de Folin-Ciocalteu. Ademads, se ha determinado el
contenido de los dos carotenoides mas importantes en el tomate, licopeno y beta-
caroteno, segun el procedimiento de extraccion y analisis previamente optimizado en

el departamento de Quimica Analitica de la EPSH.

Por ultimo, para la caracterizacién nutricional del tomate rosa de Barbastro, se
han considerado el contenido de los diferentes antioxidantes determinado en las
muestras, las recomendaciones de ingesta de cada componente y la biodisponibilidad

de cada uno de ellos.






Abstract

Abstract

In this project you can observe the characterization of the natural antioxidants
that can be found in the pink tomato of Barbastro, and also the determination of its
nutritional and functional value, owing to the fact that this kind of tomato is
economically more relevant each day in Aragén, and there is not any research in which

the nutritional value has been establish.

To do this, an analysis of the polyphenol has been done, specifically this
analysis has been done using phenolics acids of the total phenols, carotenoids,
lycopene, and beta-carotene. Previously, careful samples of pink tomatoes of
Barbastro given by CITA have been chosen depending on the variety and the cultivated
plot (Barbastro and Montafiana) and also depending on the cultivated plot conditions

(with plastic tunnel or without plastic tunnel).

An analytic process to extract, remove, recognize and quantify four phenolics
acids that can be found in the pink tomato of Barbastro: chlorogenic acid, caffeic acid,
ferulic acid and p-coumaric acid, has been done. The content of polyphenol that can be
found in the pink tomato of Barbastro has been completed with the establishment of
the total phenols according to the Folin-Ciocalteu’s method. Furthermore, the content
of the two carotenoids more important in the tomato has been established: lycopene
and beta-carotene, according to the extraction process and analysis previously

optimized in the Chemistry Department of the EPSH.

Lastly, to characterize the nutritional value of the pink tomato of Barbastro it
has been considered the content of different antioxidants established in some

samples, the recommendations of each component and the resources of each






Objetivos

Objetivos

Este proyecto fin de carrera tiene como objetivo general:

* Caracterizar los antioxidantes naturales (carotenoides y polifenoles) presentes
en una seleccién de tomates rosa de Barbastro, procedentes del programa de mejora

genética, durante la campafia 2013, y determinar su valor nutritivo.

Como objetivos especificos a cumplir tiene:

* Realizar una busqueda bibliografica en las bases de datos de articulos
cientificos en relacién a los métodos de analisis empleados en la determinacién de

antioxidantes naturales en frutas y hortalizas: carotenoides y polifenoles.

* De acuerdo a la bibliografia encontrada y a la disponibilidad de material,
equipos, instrumental, reactivos, limites de deteccidon y limites de cuantificacién
necesarios, se seleccionard la metodologia analitica adecuada para este proyecto:
cromatografia de liquidos (HPLC) con deteccién UV/Vis. EI método de analisis
seleccionado, para cada grupo de antioxidantes, se optimizara para su aplicacién al

analisis del tomate.

* Analizar el tomate rosa de Barbastro de la campafia 2013 de acuerdo a la
metodologia analitica optimizada y puesta en marcha en el laboratorio, seleccionada

en el objetivo anterior.

* Valorar la concentracién de antioxidantes naturales presentes en el tomate

rosa de Barbastro analizado.

* Determinar el valor nutritivo y funcional del tomate rosa de Barbastro en

funcién de los compuestos antioxidantes analizados en las distintas muestras.

* Incluir los resultados obtenidos entre los criterios de seleccidén del programa de
mejora genética de tomate rosa de Barbastro, que actualmente contempla

exclusivamente aspectos productivos, morfoldgicos y organolépticos.
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Introduccion

1. Introduccion

1.1. Origen del tomate

El tomate tiene su origen en la zona oeste de América del Sur, entre el norte
de Chile y el sur de Colombia, donde crece en forma silvestre. Las formas botanicas
silvestres y mas ancestrales, de las cuales descienden los cultivares modernos, son
nativas de la regidon Andina, en una franja de 300 km de ancho, que limita al Sur con
Chile, al norte con Ecuador, al este con la cordillera de los Andes y al oeste con el
Océano Pacifico hasta las islas Galapagos. El centro de origen del tomate, es la regién
andina que hoy comparten Colombia, Ecuador, Peru, Bolivia y Chile. En esta area
crecen espontdneamente las diversas especies del género (Esquinas-Alcdzar, 1995). En
algin momento decisivo de la historia del tomate, alguien decidié plantar y cultivar
tomates en vez de recolectarlos como fruto silvestre. Ese fue el primer agricultor de
tomates de la historia y tomando esa decisidn, cambié el futuro del tomate para

siempre. Se habla de la “domesticacion” del tomate.

La palabra tomate proviene de “tomat!”, que en lengua Nahuatl (azteca)
significa “agua gorda”, ya que corresponde al tomate de cascara Physalis philadelphica
(Fig. 1) y se aplicaba genéricamente a plantas con frutos globosos o bayas con muchas
semillas y pulpa acuosa (Esquinas-Alcdzar, 1995). El tomate, tal y como lo conocemos
hoy en dia (Fig.2), Solanum lycopersicum era denominado “jitomat!” (Blandcard,
2011). Tanto el Solanum lycopersicum como el Physalis philadelphica fueron
introducidos en Europa, pero el tomate de cascara dejé de cultivarse rapidamente

(Esquinas-Alcdzar, 1995).

« g2 a‘

v

Figura 1. Physalis philadelphica L. Figura 2. Solanum lycopersicum.
(http://commons.wikimedia.org/)
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El tomate era desconocido en el Viejo Mundo hasta el descubrimiento de
América. Fueron Espana y Portugal quienes lo difundieron a otros paises europeos y
por sus colonias (Fig. 3). Su nombre se introdujo en la lengua castellana en 1532
(Esquinas-Alcdzar, 1995). Probablemente, el tomate llegd en primer lugar a Sevilla, que
era uno de los principales centros del comercio internacional, junto con Italia a donde
llegé antes del siglo XVI. Los tomates se abrieron paso a Norte América con los
colonizadores, cuya primera base fue en Virginia, pero no ganaron popularidad sino

hasta mediados del siglo XIX, ya que se creia que era tdxico.

Figura 3. Mapa que muestra la “hipotética” expansion del tomate (Blandcard, 2011).

La primera descripciéon de los frutos de tomate, hecha en Europa por el
botanico italiano Pietro Andreas Matthioli en 1544, dice que éstos en estado maduro
eran amarillos, lo que sumado al hecho de que el nombre del tomate en italiano sea
“pomodoro”, parece confirmar que las primeras introducciones de tomates en Europa

producian frutos amarillos (Blandcard, 2011).

La aceptacién del tomate fue muy desigual. En Espaia e Italia se utilizd en la
alimentacion humana practicamente desde su introduccién. En cambio, en otros paises
europeos la planta fue aceptada durante mucho tiempo como ornamental, dado que
se la creia venenosa, por su relacién con las plantas de la familia de las Solandceas,
como el belefio, la belladona y otras; y esta creencia se ha mantenido en muchas
regiones hasta bien entrado el siglo XX. El alcaloide causante de la pretendida
toxicidad, es la tomatina también llamada solanina, que se encuentra principalmente
en las hojas y en el fruto verde, pero que se degrada al madurar. Superada esta
primera fase, su cultivo y consumo ha alcanzado tal difusiéon que dificilmente puede
encontrarse otro producto agricola que sea consumido en tales cantidades como el

tomate, bien en fresco, o en distintos tipos de jugos o salsas (Esquinas-Alcdzar, 1995).
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1.2. Taxonomia

El tomate pertenece a la familia Solanaceae, al igual que otras plantas
cultivadas de gran importancia, como son el pimiento, la berenjena, la patata o el
tabaco. La situacién taxondmica del tomate dentro de las Solandceas siempre ha
estado clara, pero no su género. En 1700 Tournefort reconocié Lycopersicon como un
género distinto de Solanum. Sin embargo, en 1754, Linnaeus incluyd al tomate dentro
del género Solanum, denominandolo Solanum lycopersicon. Simultaneamente, Miller
reconocid al género Lycopersicon y en 1768 propuso el nombre de Lycopersicon
esculentum. Actualmente, se le denomina Solanum lycopersicum L. En la Tabla 1 se

muestra la taxonomia del tomate segun Foolad, 2007.

Tabla 1. Descripcion taxondmica del tomate (Fuente: Foolad, 2007).

‘ Reino Plantae
Subreino Traqueobinta
Superdivisién Spermatophyta
Division Angiospermas/Magnoliophyta
Clase Dicotiledéneas/Magnoliopsida
Orden Solanale
Familia Solanaceae
Género Solanum
Especie Lycopersicum L.

1.3. Caracteristicas botanicas

El tomate es una planta dicotileddnea, diploide (2 n =2 x=24), autégama,
herbacea y perenne, que normalmente se cultiva de forma anual. La planta se
desarrolla bien en un amplio rango de latitudes, tipos de suelos, temperaturas y
métodos de cultivo, y es moderadamente tolerante a la salinidad. Prefiere ambientes

calidos, con buena iluminacion y drenaje.

Planta: el tomate puede presentar basicamente dos habitos de crecimiento:
determinado e indeterminado. La planta indeterminada es la normal y se caracteriza
por tener un crecimiento extensivo, postrado, desordenado vy sin limite. En ella, los
tallos presentan segmentos uniformes con tres hojas (con yemas) y una inflorescencia,
terminando siempre con un apice vegetativo. A diferencia de ésta, la planta

determinada tiene tallos con segmentos que presentan progresivamente menos hojas

11
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por inflorescencia y terminan en una inflorescencia, lo que resulta en un crecimiento
limitado. Este tipo de crecimiento surgié por una mutacién espontdnea aparecida en
1914 en Florida. Se trata de una mutacién recesiva denominada “selfpruning” que
tiene por simbolo genético “sp” (Blandcard, 2011). En la Figura 4 se muestran plantas

de tomate.

Figura 4. Plantas de tomate (http://commons.wikimedia.org/).

+ Sistema radical: el sistema radical alcanza una profundidad de hasta 2 m, con
una raiz pivotante y muchas raices secundarias. Sin embargo, bajo ciertas condiciones
de cultivo, se dafia la raiz pivotante y la planta desarrollada resulta en un sistema
radical fasciculado, en que dominan raices adventicias y que se concentran en los

primeros 30 cm del perfil.

* Tallo principal: los tallos son ligeramente angulosos, semilefiosos, de grosor
mediano y con tricomas (pilosidades) simples y glandulares (Fig. 5). Eje con un grosor
gue oscila entre los 2-4 cm en su base, sobre el que se van desarrollando las hojas,
tallos secundarios e inflorescencias. En la parte distal se encuentra el meristemo

apical, donde se inician los nuevos primordios foliares y florales.

Figura 5. Tallo planta del tomate (www.salvanatura.es).
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* Hojas: son compuestas e imparipinnadas, con foliolos peciolados, lobulados y
con borde dentado, en nimero de 7 a 9, y recubiertos de pelos glandulares. Las hojas

se disponen de forma alternada sobre el tallo (Esquinas-Alcdzar, 1995).

* Flor: la flor del tomate es perfecta. Consta de 5 o mas sépalos, de igual
numero de pétalos de color amarillo, dispuestos de forma helicoidal y de igual nimero
de estambres que se alternan con los pétalos (Fig. 6). Los estambres estan soldados
por las anteras y forman un cono estaminal que envuelve al gineceo y evitan la
polinizacidn cruzada. El ovario es bi- o plurilocular. Las flores se agrupan en
inflorescencias denominadas cominmente como “racimos”. La primera flor se forma
en la yema apical y las demas se disponen lateralmente por debajo de la primera,
alrededor del eje principal. Las inflorescencias se desarrollan cada 2-3 hojas en las

axilas (Esquinas-Alcdzar, 1995).

Figura 6. Flores del tomate (http://commons.wikimedia.org/).

* Fruto: son los érganos aprovechables de este cultivo (Fig. 7). Son bayas bi- o
pluriloculares que se encuentran unidas a la planta por un pedicelo. Las cavidades
loculares son huecas en el pericarpio. Un fruto normal posee al menos dos léculos. Las
semillas se encuentran contenidas en los l6culos y rodeadas de una masa gelatinosa de
células parenquimaticas que forman un tejido compacto y firme en los frutos
inmaduros que se va haciendo gelatinoso al madurar por la desintegracion de las
paredes celulares (Chamarro, 1995). Los frutos joévenes verdes contienen alcaloides
toxicos (tomatina/solanina) que desaparecen cuando los frutos maduran (Blandcard,

2011).
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Restos del ciliz
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Figura 7. Fruto de la planta del tomate (elaboracion propia).

* Semilla: tiene forma lenticular con unas dimensiones aproximadas de
5mmx4mm x2mm y estd constituida por el embridn, el endospermo y la testa o

cubierta seminal.

El tomate es un fruto climatérico, por lo que durante la maduracién se
producen cambios en el color, la composicion, el aroma, el sabor y la textura; que
hacen el fruto atractivo para el consumo humano. El ablandamiento del fruto durante
la madurez estd asociado a cambios estructurales en la pared celular e implica la

solubilizacion de las pectinas.

1.4. Importancia econdmica

El tomate 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 incremento anual de la produccion en los ultimos afos se debe
principalmente al aumento en el rendimiento y, en menor proporcion, al aumento de

la superficie cultivada.

En la Figura 8 se muestra la distribucion del tomate fresco a nivel mundial,

segun datos del afio 2013.
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Figura 8. Distribucion produccion tomate fresco nivel mundial, (FAOSTAT, datos 2013).

1.4.1. Importancia econdmica y distribucién geografica a nivel mundial

El tomate, es el octavo producto agroalimentario mas producido a nivel
mundial con 161 mil millones de toneladas (Figura 9), por detrds de la leche entera
fresca de vaca, el arroz de cascara y la carne de vacuno, que ocupan los tres primeros
puestos de productos producidos (FAOSTAT, 2012).

e >
Top production - Mundo (Total) - 2012

Produccién (1000% Int)
(L) ugEanpold

—

e E ™ : 3
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i 5 B Produceidn (1000% Int)
[ Produccién (T)

Producto .

Figura 9. Principales productos agroalimentarios nivel mundial (FAOSTAT, datos 2012).

En la Figura 10 se observa que el cultivo del tomate ha seguido una evolucién
creciente en los ultimos 20 afios duplicado su produccion, pasando de 77,9 millones de

toneladas en 1993 a 161,8 millones de toneladas en 2012 (FAOSTAT, 2012).

2008

16081

toneladas

10044

R S g e b g i g g e g

o= Mundo
M = Millgn, k = mil

Figura 10. Evolucion produccion tomate en los ultimos 20 afios (FAOSTAT, datos 2012)
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A nivel mundial, el mayor productor de tomate es el continente asiatico, que
produce la mitad de los tomates cultivados en el mundo con una produccién de
60,4 millones de toneladas, seguido de América con 23 millones de toneladas y Europa
con 20,9 millones de toneladas (FAOSTAT, 2013). En la Figura 11 se muestra la

distribucién mundial de la produccién de tomate.

Oceania |
04%

P Africa

Africa: 14,388,617.50

Figura 11. Distribucion produccion mundial por continentes (FAOSTAT, datos 2013).

En cuanto a paises, el mayor productor de tomates es China con 50 millones
de toneladas, seguida de India con 17,4 millones de toneladas y de Estados Unidos con
13,2 millones de toneladas; Espafia ocupa el noveno lugar a nivel mundial en
produccidon de tomates con 4 millones de toneladas (FAOSTAT, datos 2012). En la

Figura 12 se muestran los principales paises productores de tomate.

Top production - Tomates, frescos - 2012
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Figura 12. Mayores productores tomate fresco a nivel mundial (FAOSTAT, datos 2012).

Pero a nivel de rendimiento, son los paises europeos y no los asiaticos los que
consiguen unas mayores producciones. Siendo los Paises Bajos los que consiguen un
mayor rendimiento en sus producciones, seguidos de Bélgica y Reino Unido (Fig. 13).

Esto es debido a su mayor produccidn en invernaderos (FAOSTAT, 2013).
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Figura 13. Paises mayor rendimiento produccion de tomate (FAOSTAT, datos 2013).

En cuanto a exportaciones, el mayor pais exportador de tomate en el mundo

es Brasil, seguido de Paises Bajos y Espafia. Aunque en los ultimos diez afos la

evolucidn ha sido desigual, Brasil ha pasado de situarse en el tercer lugar en 2001 al

primer lugar en 2011, aumentando su produccién en un 48%, los Paises Bajos se

mantienen en el segundo lugar con un aumento en su produccidn del 55%, en cambio

Espana ha bajado del primer lugar al tercero disminuyendo su produccién en casi un

5% (Fig. 14).

Valor {1000§)

Top exportaciones - Tomates - 2011

(PUuo/$) ouEIUN JOEA

Figura 14. Exportaciones de tomate a nivel mundial (FAOSTAT, datos 2013).

En cuanto a los paises importadores de tomate (Fig. 15), los mas importantes

son Estados Unidos, Alemania y la Federacion de Rusia. En estos ultimos 10 afios las

exportaciones de estos tres paises han aumentado, sobretodo en la Federacion de

Rusia, que desde el 2001 hasta el 2011 (ultimos datos disponibles) ha aumentado sus

exportaciones en un 81%, pasandose de situarse en el octavo lugar en el 2001 al tercer

lugar en 2011. Estados Unidos y Alemania, en estos ultimos 10 afios, siempre han

ocupado el primer y segundo lugar aumentando también sus exportaciones un 45% y

10% respectivamente (FAOSTAT, datos 2011).
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Figura 15. Importaciones de tomate a nivel mundial (FAOSTAT, datos 2011).

1.4.2. Importancia economica y distribucion geografica en Europa

La produccion de tomate fresco en Europa (Fig. 16) es de 20.693.590 kg,
ocupando el noveno lugar de productos producidos en Europa, por detras de la leche
entera fresca de vaca (210.336.776 kg), la carne de cerdo (26.494.559 kg) y la carne de
vacuno (10.665.225 kg); que son los tres productos con mayor producciéon en Europa

(FAOSTAT, datos 2012).
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Figura 16. Principales productos agroalimentarios europeos (FAOSTAT, datos 2012).

El mayor productor de tomate en Europa (Fig. 17) en el afio 2013 fue Turquia,
produciendo una cuarta parte de los tomates de Europa, seguida de Italia y Espafia

(EUROSTAT, 2013).
i ‘\ !\ -

e
{\
\

Tomates, producion
3 s

:lglgl i [ N

= = 10 ——z . —f K KX
\52%}}\\5\\\\\\?\K\\\}\a\\\\\\\\\}\\\\\

- N

K
1y b1 %

e

Sr—

-~

Figura 17. Productores de tomate en Europa afio 2013 (EUROSTAT, 2013).
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1.4.3. Importancia economica y distribucion geografica en Espaiia

El tomate es el sexto producto agroalimentario mas producido en Espafia, por
detras de la carne de cerdo, las uvas y las aceitunas que ocupan los tres primeros
lugares (Fig. 18); y es la hortaliza mas producida en Espaia con una produccion de
4.046.143 kg, y ocupa una superficie total 4.861.177 ha. La comunidad autonoma que
tiene una mayor produccion es Andalucia, seguida de Extremadura cuya provincia
Badajoz es la mayor productora de toda Espafa con 1.266.623 kg. Las otras
comunidades auténomas con unas producciones mas altas de tomate son: Murcia,

Navarra, Canarias y Castilla la Mancha (MAGRAMA, 2014).
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Figura 18. Principales productos agroalimentarios en Espafia (FAOSTAT, datos 2012).

Como se puede observar en los datos estadisticos del MAGRAMA (2012) que
se muestran en la Figura 19, en estos ultimos afios la superficie dedicada al cultivo del
tomate ha ido disminuyendo, mientras que por el contrario su producciéon ha
aumentado (Fig. 20). Esto es debido al desarrollo tecnolégico basado en un proceso de
mejora de las distintas variedades existentes y a las ayudas de la Politica Agraria
Comun (PAC). El consumo de tomate en Espafia es aproximadamente de

42.6 kg/persona/afio (FAOSTAT, datos 2012).

IGRAFICQ: Evolucién de la superficie de tomate (miles de l'm:uﬂu',ll
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Figura 19. Evolucion superficie cultivada de tomate (miles ha) (MAGRAMA, 2012).
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Figura 20. Evolucion de la produccion de tomate (miles ha) (MAGRAMA, datos 2012).

El tomate producido, mayoritariamente en Extremadura, Navarra y Aragon es
utilizado en la industria, mientras que el producido en Andalucia, Murcia y Canarias se
vende para consumo en fresco; siendo Almeria la mayor productora de tomate en
fresco en Espafa. Mucho de este tomate es destinado a la exportacidon. Las
exportaciones de tomate de Espafia representan un 13,34% a nivel mundial (afio 2010)
teniendo como principal pais importador a Alemania con 156.902,7 toneladas, que

representan el 24,00%. En la Tabla 2 se muestran los principales paises a los que
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Espafa exporta tomate.

Tabla 2. Principales paises importadores de tomate espafiol (www.trademap.org).

Exportaciones (070200)
Valordelas | Participacién
Cantidad exportada en toneladas exportaciones de las
Pais en (miles de | exportaciones
No. | importador | 2006 2007 2008 2009 2010 USD) del pais (%)
1 |Alemania 208,071[187,833| 201,201 | 184,106 156,902.7 260,156 24
2 |Reino Unido [ 179,289 | 163,371 | 174,433 | 164,508 | 136,481.7 182,060 16.8
3 |Francia 176,386 134,372 152,622 137,336 | 127,063.5 174,324 16.1
Paises Bajos
4 |(Holanda) 166,115 158,441 |145,214129,317|101,353.3 148,662 13.7
5 |Polonia 42,070| 42,819| 57,274 | 44,696| 365,495 53,101 49
6 |Portugal 26,352 | 26,311| 23,231| 28439 31,398 36,740 34
Repiblica
7 |Checa 28,644 | 24,443| 28,201 | 28,184| 24,893.2 35,629 33
8 |Bélgica 23,903 | 21,133| 19,291 | 19,348 16,136 32,154 3
9 |Italia 34,332 | 26,876| 33,093 | 38,676| 23,707.5 30,839 28
10 |Suecia 17,648| 15980 15,617| 16,542| 15,200.7 30462 28
11 [Dinamarca 4,689 6,263 6,698 6,539 8,775.3 13,511 1.2
Federacion
12 |de Rusia 15,419| 11,673| 15,565| 11,129 7,914.7 11,263 1
13 |Finlandia 6,274 5,450 6,953 5,300 5,142.5 10,948 1
14 |Suiza 6,726 4,298 5,158 6,485 5,272.2 10,606 1
15 |Lituania 8,798 6,145| 10,642 6,215 9,388.7 8,348 0.8
16 |Austria 8,752 6,152 8,811 6,718 5,590.4 8,132 0.7
17 |Irlanda 4,131 4,586 4,980 3,926 4,493.8 7,364 0.7
18 |Hungria 8,867 6,849 8,889 8,946 5812.6 7,315 0.7
19 | Eslovaquia 6,720 5,926 6,263 5,441 4,718.5 6,608 0.6
20 | Noruega 2,926 2,463 1,368 1,895 2,439.8 5,507 0.5

FUENTE: http:/ /www.trademap.org, (070200) fraccion arancelaria de “Tomates frescos o refrigerados”.

Por otro lado, en Espafia también se importa tomate de otros paises, en la

Tabla 3 se muestran los principales paises de los que Espafa importa tomate.
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Tabla 3. Principales paises exportadores de tomate a Espafia (www.trademap.org).

Cuadro 72. Importacién de tomate en Espaiia.

Importaciones (070200)
Participacion de
Cantidad Importada en toneladas Valor de las las
Pais importaciones | importaciones
No. | exportador | 2006 2007 2008 2009 2010 [miles de USD) del pais (%)
1 |Marruecos | 15697 | 26,182| 31,368( 32,222 20,586.7 22,590 30.4
Paises
Bajos
2 | (Holanda) 7387 | 7,049 7,909] 17,269 | 15,996.1 18,116 24.4
205,19 115,88 | 108,961
3 | Portugal 53,936 9| 137,111 0 6 15,445 20.8
4 | Francia 1,693 | 3,636 7,174| 8,070| {1113 7,749 10.4
5 | Bélgica 2704 2,702 3,837| 7,355| 3,140.2 3,863 5.2
6 | Alemania 130 37 1,147| 8,525 6301.2 2,841 3.8
Reino
7 | Unido 400 474 617[ 1,597 782.7 1,472 2
& | Polonia 713 546 1,359| 1,559 692.4 749 1
Repiblica
9 | Checa 38 59 5 19 206.6 419 0.6
10 | Lituania 0 0 0 0 181.3 315 0.4
11 |Italia 129 211 78 136 278.1 267 0.4
12 | Eslovenia 0 0 0 1 141 188 0.3
13 | Letonia 0 25 19 16 38.9 80 0.1
14 |lIsrael 0 0 0 0 17.9 47 0.1
15 | Hungria 20 10 0 0 19.6 29 0
16 | Suecia 0 0 465 903 11.5 17 0
17 | Peri 0 12 0 0 3.7 9 0
18 | Dinamarca 0 0 429 295 39 5 0
19 | Ecuador 0 0 0 0 0.5 2 0

FUENTE: http:/ fwww trademap.org, (070200) fraccion arancelaria de “Tomates frescos o refrigerados™.

Segun los datos mostrados en la Tabla 3, Espafa participa con el 0,92% de las

importaciones mundiales de tomate (datos afio 2010), siendo Marruecos el pais del

cual importamos mayor cantidad de tomate con 20,586.7 toneladas, que representan

el 30,40%.

1.4.4. Importancia econdmica y distribucion geografica en Aragon

En el afio 2012 se cultivaron en Aragdon 984 hectareas de tomate, todas ellas

de primera cosecha y en regadio. De ellas, 854 hectdreas fueron dedicadas para

tomate de industria, lo que supone un 87% de la superficie total.

En la Tabla 4 se muestra la superficie ocupada por los cultivos herbaceos en

Aragon. Y en la Tabla 5 se muestra la cantidad de tomate que se dedica a industria en

la comunidad autonoma de Aragodn.
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Tabla 4: Superfices ocupadas por cultivos herbdceos en Aragon (Anuario Estadistico de

Aragon 2012).
SUPERFICIES OCUPADAS POR CULTIVOS HERBACEOQOS
ARAGON
ANOS
CULTIVOS
(datos en hectireas) 2010 201 2.012 MEDIA
|| TS zg | Secamo | g ¢ | Secana | qup | g | Secano | g =c
CEREALES 580.451 202 541 4.TH BEALIE 214.926 A.536) 532846 200788 6.006 BET.544 | 207.218 BAZT
Trigo 200885 B4 052 o zoases 57.540 o] 22023 55,852 o 210,180 B5.818 a
Cebada 338387 TEG5S a ¥ 278 T7.801 o] 323857 82271 o 333,853 TE.509 a
Avena 28381 1487 a 23249 1.343 o 25484 1831 o 24891 1.484 a
Centeno 11820 314 a 11,588 306 o 13312 sBE o 12374 403 a
lArroz [ Ta.TEl o 0 13,907 [ [ B.748 o 0| 1.4 o
Maiz ane B2 4.7H 06 &2 507 8538 33 54,608 .006 =L BE.445 EAZT
| Sorgo T 3 o 177 w68 1 168 77 o 174 TEE o
Otros Cereales BT 57 a 5045 853 o 9,264 1.183 o £.050 584 a
LEGUMINOSAS 54.7T6 3046 [] [TE] 3.357 [ T0.E3Z 5.067 [ E5.029 3.823 []
Habas Secas 18 a7 a [ 200 o o 248 o & s a
Lentejas 1183 15 a T35 5 o 5ES F] o = 14 a
Garbanzos 8T k] a 350 12 o 1] 4 [ 33 17 a
Guisantes Secos 16626 2087 a 28358 2318 o 24383 4.100 o 23.118 2.835 a
\eza 26.17B 515 a 25356 434 o 24.770 a o 26,438 420 a
‘Yeros 5758 55 a 11296 20 o 18623 102 o 13,9085 [ a
(kras Leguminosas E1E 40 a 1.570 157 o 1.987 Eal] o 1.331 155 a
TUBERCULOS. 83 3 [] &8 228 [] [ EF [] 75 257 [
INDUSTRIALES 10.818 3433 1280 12158 2.794 1.858 10.654 5.687 1.295 1237 3.591 1473
Girasol 8272 2766 1280 10243 1.888 1.888 EFE 4,630 1288 5857 2.085 1479
Cartamo i 4 a 42 1 o o [ [ ET] 2 a
| Scia o 43 a [ 24 o o 12 o a 28 a
Colza 1422 2 a 1551 T84 o 1.388 843 o 1571 753 a
Otros Indusfriales B2 a2 a 23 BE o 15 102 o 31 73 a
ElﬁurliEMsErNTALEs 2 10 (] 3 T (] (] ] (] 2 ] (]
FORRAIES T3.500 106743 L] T4.240 101818 o G9.850 | 100548 [] 72530 |  103.038 a
\allico 1.008 BEX3 a 11026 5384 o 1.036 G400 o 1.033 B.BEO a
Alfalia 30.764 B1.481 a 2548 74217 o 27888 T4.823 o 25434 TE.TE4 a
Esparceta 1871 £ a 11.788 3 o 10,828 a7 o 1582 a3g a
\feza Forrajera B.040 2150 a 4613 2442 o 4383 1.E8E [ 4,669 2.083 a
Otros Forrajes 24.687 16,540 a T 264 19,428 o 26544 17620 o BT 17.555 a
HORTALIZAS 122 BET3 L] 135 3.343 109 58 B.B4T 580 118 5.021 30
Col Repollo [ T [1] [} n28 7] '] ABE ABE [4] EOO 155
Esparrago 24 35 a 21 28 o 0 a5 [ 18 a3 a
Tomate o 03 a [ 68 o 0 S84 0 3 B&z a
Pimiemnto o 2] a [ 178 o o 141 o ] 136 a
Califior o 219 a [ 131 0 o B4 114 3 135 38
Cebolla o (=] a [} 745 o o BA3 o [:] (] a
FPusro o 76 a 0 26 o 0 68 o 3 150 a
Guisante Verde o 3652 a [}] 4.589 o o 3453 [ [:] EEI a
Careales Grano o 192 a 0 s o o 418 o a an a
Endivia o 120 a [} 115 o o [] [ ] 57 a
tras Hortalizas ] 2240 a 14 1,822 108 BE 2.07% o 100 2047 k]
TOTAL HERBACEOS T19.799 325335 603 T4 651 XA 4TS 10503 | Tadise|  3zazEd T.885 TIESIS | 327.358 BA36

NOTA: Regadio 14y 2* cosecha.

Tabla 5. Superficie dedicada al cultivo de tomate para industria agroalimentaria en

Aragon (Anuario Estadistico de Aragdn 2012).
RESULTADOS DE LA ENCUESTA SOBRE SUPERFICIES 2012 (ha)"”

COMUNIDAD AUTONOMA DE ARAGON
Cultivo o cubierta Secano Regadio |Invernadero Total

| TOMATE INDUSTRIA | | 854 | 854|

Por superficie cultivada la provincia que mayor superficie tiene es Zaragoza,
seguida de Huesca y Teruel. Tanto Huesca como Teruel han tenido una evolucion a la
baja de hectareas cultivadas en los ultimos 2 afios (datos afios 2010 al 2012). En

cambio Zaragoza, en esos dos Ultimos afios, ha aumentado las hectareas cultivadas de
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tomate en mas de 100 ha. En la Tabla 6 se muestran los datos del 2010 al 2012 de la

superficie cultivada en Aragdn de tomate.

Tabla 6. Superficie ocupada por cultivo de tomate en Aragdn (Anuario Estadistico de
Aragon 2012).

SUPERFICIE OCUPADA POR TOMATE EN ARAGON

2010 2011 2012
Huesca 15 37 17
Zaragoza 850 628 964
Teruel 37 3 3

En cuanto a la evolucién de la superficie cultivada de tomate en la provincia
de Huesca, por comarcas, se puede ver que la Hoya de Huesca y Somontano
experimentan un gran aumento de la superficie cultivada en 2011 respecto al 2010,

pero esta superficie vuelve a disminuir de forma considerable en el afio 2012 (Tabla 7).

Tabla 7: Superficie ocupada por tomate por comarcas en la provincia de Huesca
(Anuario Estadistico de Aragon 2012).

SUPERFICIE OCUPADA POR TOMATE POR COMARCAS EN LA
PROVINCIA DE HUESCA

2010 2011 2012
Jacetania 0 0 0
Sobrarbe 0 0 0
Ribargoza 0 0 0
Hoya de Huesca 11 21 4
Somontano 1 12 3
Monegros 0 0 4
La Litera 1 4
Bajo Cinca 2 3 2

En el afio 2012 la produccién de tomate de Aragdn fue de 64.480 toneladas. El

96% de la produccién fue producida por la provincia de Zaragoza (Tabla 8).
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Tabla 8: Produccion y rendimiento de tomate en Aragon en el afio 2012 (Anuario
Estadistico de Aragdn 2012).

PRODUCCION Y RENDIMIENTO DE TOMATE EN ARAGON EN EL ANO 2012

Rendimiento Produccion (Toneladas)
Secano Regadio Media Secano Regadio Media
Huesca 0 60.000 60.000 0 1.020 1.020
Teruel 0 260.000 260.000 0 1.560 1.560
Zaragoza 0 90.000 74.044 0 63.900 63.900
Media 0 90.696 75.034 0 66.480 66.480

1.5. Variedades de tomate

El tomate es un cultivo con una gran diversidad de cultivares, adaptados a
diferentes condiciones ambientales, practicas culturales, destino del fruto y gustos; lo

que hace que su clasificacidon sea compleja y variada.

Considerando su tipo de crecimiento, se puede hacer una primera
clasificacidn segun sean cultivares de crecimiento indeterminado o determinado. Los
primeros son adecuados para obtener tomates para consumo en fresco, ya que
permiten una recoleccion continua al florecer y fructificar de forma escalonada. Los
segundos, en cambio, son mds apropiados para el cultivo industrial porque desarrollan

una envergadura limitada.

Ademas, se pueden usar las caracteristicas de los frutos para clasificarlos, ya
gue segun el cultivar los hay de diferentes formas (aplanados, redondeados,
cilindricos, rectangulares, en forma de pera, acostillados, lisos, etc.), tamafios, colores

(crema, amarillo, naranja, rosa, rojo, pardo, etc.) y, consistencia.

Una clasificacién muy extendida, desde el punto de vista comercial, es segun
el calibre de los frutos, que viene determinado por el didametro maximo de la seccién
ecuatorial del fruto. El Reglamento (CE) n? 1221/2008 de la Comision Europea, que
establece las normas para la comercializacion de los tomates, dispone que la escala de
calibrado sera: de 30 mm inclusive a 35 mm exclusive, de 35 a 40 mm, de 40 a 47 mm,
de 47 a 57 mm, de 57 a 67 mm, de 67 a 82 mm, de 82 a 102 mm y 102 mm o mas.
Comercialmente se designa esta clasificacion con letras de la siguiente manera: MMM

(< 47 mm), MM (45-57 mm), M (57-67 mm), G (67-82 mm), GG (82-102 mm), y GGG
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(diametro > 102 mm). En la Tabla 9 se muestran diferentes tipos de tomate para

consumo en fresco.

Tabla 9. Tipos de tomate para consumo en fresco (Diez-Niclds, 1995).
ACOSTILLADO TIPO DE

Ll AT AR FRUTO CRECIMIENTO TIPO
Indeterminado Beefsteak
Liso o ligero Bush Beefsteak
Frutos gruesos calibre G, GG Determinado u;mefi?; snza
y GGG (> 67 mm)
Medio o Determinado e
. : Marmande
fuerte indeterminado
Frutos medianos calibre M . . Indeterminado Vemone
Liso o ligero -
(57-67 mm) Determinado Francés
Frutos pequefios calibre . . Monkeymakery
MM (47-57 mm) Lisos Indeterminado Canario
Frutos pequefios calibre . : Cocktail (redondos y
MMM (<47 mm) Lisos Indeterminado el
Cereza (“cherry”)
Frutos muy pequefios <30 g Lisos Indeterminado comestibles y

ornamentales

1.5.1. Principales tipos de tomate que se consumen en Espaina

Existen innumerables variedades de tomate que se cultivan en Espaiia, en el
afio 2004 en el Banco de Germoplasma de Horticolas de Zaragoza (CITA, Gobierno de
Aragon) existian 3.180 variedades distintas, es por ello, que es dificil decir cuales son

las mds importantes.

Segun la empresa publica Mercasa, estos son los principales tipos de tomates

gue podemos encontrar en los supermercados espafioles.

1. Tomate tipo Daniela/Long Live/Royesta: estos tipos de tomate son hibridos y se

caracterizan porque su planta es fuerte y vigorosa. Su fruto tiene una piel gruesa y
aspera y adquiere un color rojo brillante o anaranjado en la madurez. Tiene buena
consistencia, es muy jugoso y de acidez alta. Estas variedades tienen una vida larga y
una gran produccidon. Su fruto (Fig. 21) es muy apreciado por su gran resistencia a la

manipulacion y transporte.
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Figura 21. Tomate Daniela (http://www.es.all.biz/).

2. Tomate Pera: tal y como indica su nombre, es un tomate con una forma que
recuerda a esta fruta o a una bombilla (Fig. 22). El fruto de esta variedad, de tamafo
considerable. Algunas variedades de color rojo menos intenso, mas bien rosado, son
idoneas para consumir sélo con aceite de oliva, ya que su sabor es muy pronunciado.
Estas variedades tienen un cultivo muy exigente y son poco productivas, pero esta
limitacién se compensa por su excelente sabor y rusticidad. Otros tipos de tomate
pera, de rojo mas intenso, tienen su uso mas habitual en las cocciones, entre otras,
para hacer salsa de tomate o sopas como el gazpacho. Esta variedad, de las mas

fructiferas, es la que utiliza la industria conservera.

Figura 22. Tomate Pera (http://commons.wikimedia.org/).

3. Tomate Rama: de tamafio pequeiio y forma esférica (Fig. 23). Las variedades mas
Utiles son las de fruto carnoso y piel gruesa, dptimas para elaborar el tipico “pa con
tomatec”. La gran ventaja de este tomate es que, almacenado en un lugar fresco y

seco, se conserva durante largos periodos de tiempo.

Figura 23. Tomate Rama (http://commons.wikimedia.org/).
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4. Tomate Cherry o Cereza: como su nombre indica, se caracteriza por sus diminutas

dimensiones y su forma redonda (Fig. 24), aunque también se distingue el tomate
cherry pera, mas alargado. Estas caracteristicas, junto con su sabor afrutado, lo

convierten en un elemento decorativo de platos y ensaladas.

Figura 24. Tomate Cherry (http.//commons.wikimedia.org/).

5. Tomate Canario: este tomate se caracteriza por ser redondo y liso de tamafio

medio, su piel es fina en tonos verdes y rojos y su carne es dura y de buen sabor. Esta

variedad presenta buena resistencia al transporte y conservacion (Fig. 25).

Figura 25. Tomate canario (fuente: http://canariasactual.com/).

6. Tomate Mazarrdn: esta variedad presenta unas caracteristicas parecidas al tomate

canario. Se trata de un tomate redondo, liso y por lo general, de tamafo medio. Su piel
es fina, brillante y pigmentada en verdes y rojos, antes de madurar. Su pula es
consistente y de buen sabor, cuando son pequefios son muy dulces. Esta variedad es

muy apta para el transporte y conservacion (Fig. 26).

Figura 26. Tomate Mazarron (fuente: www.regmurcia.com).

7. Tomate Rambo: se trata de una variedad que alcanza un buen tamafio de planta,

cuyo fruto es duro y tiene una forma esférica y ligeramente acostillado. Su piel es
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media/fina y de un color rojo entreverado en verde, con mucha agua y un buen sabor.
Este tomate es muy comercial ya que tiene una buena relacién calidad-precio y es muy
indicado para ensaladas. Esta variedad presenta unas buenas condiciones de

conservacién, manipulacién y transporte. (Fig. 27).

R o -

Figura 27. Tomate Rambo (fuente: http://www.infoagro.com/).

8. Tomate Raf: de sabor muy codiciado, este tomate almeriense se caracteriza por un
elevado grado de azucares (glucosa y fructosa), un aspecto carnoso y gusto muy dulce
(Fig. 28). De temporada corta, las siglas se refieren a "resistente a Fusarium", uno de
los patdégenos que mds destruyen las plantaciones. Se conoce también con el

nombre muchamiel.

Figura 28. Tomate Raf (http://commons.wikimedia.org/).

1.5.2. Variedades de tomates en Aragon

Las variedades tradicionales Aragonesas de tomate son una parte importante
de la agrobiodiversidad de Aragdn. Como ya se ha comentado en el apartado 1.1, a
partir de la introduccién del tomate en Europa por los espafioles se inicid un proceso

de transdomesticacién que ha dado lugar a la diversidad actual.

Cuando el tomate se introdujo en Aragdn, se produjo una adaptacidon por
seleccion a los factores agroclimaticos locales, que engloban aspectos tales como el
sistema de cultivo, las condiciones edaficas, la climatologia asi como las plagas y
enfermedades locales. En este proceso de adaptacién el hombre participd

seleccionando las plantas con mayor utilidad que, en definitiva, son las que mejor se
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adaptaron a las condiciones locales. Por otra parte, mas alla de la seleccidon natural se
dio también una seleccién artificial en la que el agricultor selecciond los materiales en
funcion de su forma, tamafio, color e incluso sabor. Dado que en los criterios de la
seleccion influyeron las caracteristicas socioculturales de la zona de cultivo y que éstas
varian entre distintas zonas, esta seleccion fue por tanto diferencial y contribuyd
también a la diversificacion. Este proceso evolutivo, en el que se combind la selecciéon
natural y la artificial, fue un proceso lento que requirid largos periodos de tiempo. En
definitiva, una vez llegd el cultivo a Aragdn éste evoluciond, fruto de la seleccién de los
agricultores, que transmitieron la semilla de padres a hijos a lo largo del tiempo

desarrollandose lo que se denomina como variedades tradicionales o locales.

Una parte importante de la variabilidad de los tomates en Aragdn esta
conservada en forma de semillas en el Banco de Germoplasma de Especies Horticolas
de Zaragoza (BGHZ) del Centro de Investigacion y Tecnologia Agroalimentaria de
Aragon (CITA) del Gobierno de Aragon. La descriptiva de estas variedades se encuentra
recogida en dos publicaciones (Carravedo, 2006), donde se detallan un total de
226 variedades tradicionales aragonesas, entre las que se incluye el Tomate Rosa de

Barbastro.

1.5.2.1. Tomate rosa de Barbastro

El tomate Rosa de Barbastro (Solanum lycopersicum L.) es una variedad local
tradicional de las comarcas de Somontano, Sobrarbe y Ribagorza. Se caracteriza por
presentar frutos grandes —de 500 a 900 g— y con una piel fina de color rosado, ademas
de ser aromatico, carnoso, compacto, dulzén, con poca acidez y poseer escasas

semillas (Fig. 29).

Figura 29. Tomate rosa de Barbastro analizado en este proyecto.
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No es un producto que se adquiera por su apariencia externa, puede
considerarse un tomate con aspecto “feo”, pero su gran aceptacion en el mercado se
debe a su interior, dado el sabor y la textura tan caracteristicos, con un predominio del

dulzor sobre la acidez. Carravedo (2006), lo cataloga de producto con enorme calidad.

La variedad tradicional tomate rosa es el resultado de un proceso de
seleccion artesanal llevada a cabo por los agricultores del Somontano de Barbastro
(Huesca). En su comercializacion se utilizan materiales locales conservados por los
agricultores, que al estar adaptados a las condiciones agroclimaticas de la zona y a los
gustos locales permiten obtener un producto muy valorado por el consumidor. Su
cultivo siempre es mediante abonado orgdnico de estiércol procedentes de ganaderias
locales que aportan nutrientes naturales para corregir las carencias del suelo. Ademas,
es recolectado y seleccionado manualmente y no pasa por cdmaras antes de su venta
(Fig. 30), lo que le da ventaja con respecto al sabor y al punto de maduracién ya que el

cliente lo tiene al dia siguiente en su punto de venta (elsabordelahuerta, 2014).

En los ultimos afios, gracias a que los productores de Tomate Rosa de
Barbastro crearon la Asociacidon de Hortelanos y Amigos de la Huerta del Alto Aragdn,
han conseguido potenciar y promocionar su produccién, pasando de los 200.000 kg en
el ano 2009 a los 2.000.000 kg que son las previsiones para este afo 2014
(www.aragondigital.es, 2014). De los cuales, Barbastro y la Comarca del Somontano
aportan el 50%, mientras que el resto de la provincia de Huesca completa la

produccion.

Figura 30. Recoleccion de tomate rosa de Barbastro (CITA, 2013).

Esta asociacion también ha contribuido a crear dos nuevos entes juridicos que
en encargaran de llevar las riendas de este proyecto econémico. Se trata de la
Asociacion para la produccién, transformacion y comercializacion del tomate rosa de

Barbastro —integrada por transformadores, establecimientos, productores; y cuya
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unica misidn sera realizar un seguimiento de la marca tomate rosa de Barbastro, y la
regulara—y una entidad de caracter econdmico, que une a productores de tomate rosa
de Barbastro para su comercializacion. Esta ultima, aglutina a una docena de
productores y se espera que a corto plazo alcance el medio centenar. Entre todos

aglutinan el 80% de la produccion del tomate rosa de Barbastro.

Ademads, también pretende obtener la C'alial que es una marca de calidad
diferenciada reconocida por el Gobierno de Aragdn desde 1991 para identificar a los
productos de la Comunidad, naturales o transformados, que se distinguen por sus

especiales cualidades, tanto gastrondmicas como nutricionales.

En el mes de octubre de 2014 el Ministerio de industria concedié a la
Asociacion de Hortelanos del Alto Aragén la marca nacional para el tomate rosa de
Barbastro. Este sello alimenticio supondra diferenciar el producto elaborado en las
huertas del Somontano de otras hortalizas que salen al mercado con la denominacién

de tomate rosa fuera de temporada (www.heraldo.es, 2014).

1.6. Parametros de calidad del tomate

La calidad de los alimentos es el conjunto de cualidades que los hacen ser
aceptados por los consumidores. Estas cualidades incluyen tanto las percibidas por los

sentidos (cualidades sensoriales) como las higiénicas, las nutritivas y las comerciales.

En el tomate fresco, son determinantes de la calidad sus cualidades

organolépticas, es decir, el conjunto de atributos de apariencia, textura, olor, color o

sabor que se perciben por los sentidos. Se conoce que la eleccion del consumidor estd
determinada tanto por parametros externos como la forma, el color y la ausencia de
dafios, como por parametros internos como el sabor, el aroma y la textura (Azodanlou
et al., 2003). De entre todos estos atributos, el sabor, es el que normalmente crea un
mayor impacto en el consumidor. El sabor en el tomate estd relacionado directamente
con su composiciéon quimica (principalmente azlcares y acidos organicos) que varian

dependiendo de la especie y el grado de madurez del fruto (Rivera et al., 2010).

Ademas de estas caracteristicas organolépticas, la calidad del tomate
depende también de su valor nutricional. El valor nutritivo de cada alimento depende

de su composicion quimica, es decir, de la cantidad y calidad de sus componentes, y de

31



Caracterizacion de antioxidantes en el tomate rosa de Barbastro

la presencia de sustancias que afecten a la utilizacion de los nutrientes. En este
sentido, la calidad nutricional del tomate se ve afectada por un importante numero de
factores como las condiciones climaticas o de cultivo que hacen que existan grandes
diferencias entre especies (Rivera et al., 2010). Se hace necesario realizar analisis
quimicos para caracterizar los diferentes cultivares de tomate y determinar el valor

nutricional y funcional de cada uno de ellos.

Por ultimo, la calidad del tomate depende también de su capacidad de ser
sano o inocuo. La calidad higiénico-sanitaria es la primera exigencia de todo alimento
saludable, ya que determina la inocuidad del mismo y es una garantia de que no va a
ocasionar enfermedad tras su consumo. Para el caso del tomate fresco, es necesario
que no existan por encima de los limites legales, residuos de sustancias quimicas
provenientes de la actividad industrial o agricola, ni peligros bioldgicos como bacterias

o virus responsables de producir enfermedades en el consumidor.

Entre los riesgos para el consumidor mas comunes en el tomate fresco, los
mas conocidos son la presencia de bacterias patégenas del tipo Enterobacterias
(Salmonella spp. y Escherichia coli) que se asocian con multiples brotes de
enfermedades gastrointestinales y en casos severos con la muerte (Beuchat, 2002;
Harris et al., 2003; Berger et al., 2010), o riesgos de tipo quimico como pesticidas y
fertilizantes nitrogenados, debido a un manejo inadecuado de los mismos
(Fundora-Herrera et al., 2000). Entre las diversas fuentes potenciales de contaminacién
durante el cultivo y cosecha del tomate que pueden poner en riesgo la calidad del
fruto se encuentran el agua de riego (Beuchat, 2002), practicas de cultivo y recoleccion

inadecuadas (Orozco et al., 2008).

1.6.1. Calidad nutricional del tomate

La calidad nutricional es el grado de utilidad que poseen los alimentos para
satisfacer los requerimientos de sustancias necesarias para garantizar el buen
funcionamiento del organismo humano o animal. Esta calidad depende de los
nutrientes esenciales para la vida que estan presentes en el alimento, y de otras
sustancias que, aungque no son consideradas nutrientes, proporcionan al consumidor
beneficios médicos y saludables adicionales, como la prevencién y el tratamiento de

enfermedades, por lo que se les denominan compuestos bioactivos (Jack, 1995).
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La composicion quimica de las especies de hortalizas depende de muchos
factores, siendo el mds importante la variedad botanica y el cultivar. Factores
relevantes que influyen en ella, son las condiciones climaticas, la fertilizaciéon, el
sistema de produccidn, el riego, asi como el estado de desarrollo de la planta al

momento de la cosecha (Casierra-Posada et al., 2008).

En general, el tomate es un alimento cuyo componente mayoritario es el agua
(un 94%), seguido de los hidratos de carbono. Se considera una hortaliza cercana a las
frutas, ya que su aporte en azlcares simples es superior al de otras verduras lo que le
confiere un sabor dulce. Es una fuente importante de vitaminas entre las que destacan
la vitamina C, la vitamina E, la provitamina A (principalmente, el beta-caroteno),
vitaminas del grupo B (B1 y B3), y de minerales como el fésforo y el potasio. Ademas,
presenta un alto contenido en licopeno, un pigmento que le proporciona su
caracteristico color rojo, y que se considera el mdas potente de los antioxidantes
(Beecher, 1998). Se ha demostrado que esta sustancia puede prevenir e incluso
combatir el cancer, porque protege las células de los efectos de la oxidacién (Sies et
al., 1992; Abushita et al., 1997; Giovannucci, 1999). Otros carotenoides presentes en él

son la lutina y la zeaxantina (www.fen.org.es).

El tomate también es una gran fuente de potasio que interviene en la
regulacidon del equilibrio acido-base del cuerpo y en el funcionamiento de los nervios,
el corazén y los musculos (ETSIA, 2014). Ademas, contiene en menor medida fésforo,

fibra y vitaminas (Candelas-Cadillo et al., 2005).

En cuanto a la composiciéon de las hortalizas en compuestos bioactivos, se
conoce que puede variar dependiendo de la especie, el cultivar, los factores
ambientales, las técnicas agricolas, los tratamientos postcosecha y el almacenaje
(Dumas et al., 2003). Segun estudios recientes el tomate es la primera fuente de
licopeno (71,5%), la segunda fuente de vitamina C (12,0%) y beta-caroteno (17,2%) vy la

tercera fuente de vitamina E (6,0%) (Garcia-Closas et al., 2004).

En la Tabla 10 se muestra la composicidn nutricional del tomate por cada

100 g de porcion comestible (Gil, 2010).
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Tabla 10. Composicion nutricional del tomate por cada 100 g de porcion comestible
(Fuente: Gil, 2010).

APORTE POR 100 g

Agua 94%

Hidratos de carbono 3-4% (1-1,5% fibra)
Proteinas 1%

Lipidos 0,3%

Energia (Kcal) 19

Elementos minerales por 100 g Vitaminas por 100 g
K 260-290 mg Ac. Ascorbico (vit C) 25-40 mg
Na 3-10 mg Retinol (vit A) 207 mg
Ca 11 mg Tiamina (vit B1) 0,06-0,09 mg
Fe 0,6 mg Riboflavina (vit B2) 0,04 mg
Mg 10 mg Niacina (vit B3) 30-50 pg
P 27 mg Ac. Folico (total) 25-28 ug

1.7. Compuestos bioactivos. Antioxidantes naturales en el tomate

Las plantas son la fuente de compuestos quimicos organicos mas importantes
gue existe. El metabolismo primario sintetiza compuestos esenciales y de presencia
universal en todas las especies vegetales (polisacaridos, aminoacidos, acidos grasos,
etc.). Por el contrario, los compuestos del metabolismo secundario, también llamados

fitoquimicos o compuestos bioactivos, se acumulan en cantidades mas pequeifias, no

son esenciales y no estan presentes en todas las plantas. Si bien su funcidén es proteger
a la planta del ambiente donde se desarrolla, su importancia para la salud es
fundamental una vez ingeridos por las personas. Son sustancias de origen vegetal y
biolégicamente activas, que no son nutrientes esenciales para la vida pero tienen

efectos positivos sobre la salud (Pascual-Villalobos, 1996).

Estas sustancias parecen ser responsables, al menos en parte, del papel
beneficioso para la salud asociado al consumo de frutas, hortalizas y alimentos
derivados. Dentro de ellas hay sustancias de diversas familias quimicas que poseen
estructuras y propiedades muy variadas, como son los polifenoles, entre los que se
incluyen los pigmentos antocidnicos, taninos, flavonoles, isoflavonas, lignanos,
estilbenoides y derivados de acidos aromaticos; compuestos terpenoides, como los

carotenoides, y otros. Muchos de ellos tienen caracteristicas antioxidantes, que
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podrian estar relacionadas con su papel de proteccion “in vivo” frente a enfermedades

cardiovasculares y algunos tipos de cancer.

La composicidn en sustancias bioactivas de diferentes frutas y hortalizas es
muy variada, tanto desde el punto de vista cualitativo como cuantitativo. Por otra
parte, el contenido en estas sustancias también se puede ver afectado por las
condiciones ambientales y nutricionales de los cultivos (condiciones agronémicas), asi
como por los tratamientos efectuados durante la manipulacién de las frutas y
hortalizas en la etapa postcosecha y el procesado para obtener alimentos derivados.
Ademds existen factores intrinsecos al propio vegetal (de origen genético), que llevan a
gue la composicidn en estas sustancias sea diferente no sélo entre distintos géneros o
especies, sino incluso también entre variedades de la misma especie. Asi, se ha
demostrado que la presencia o ausencia de determinados nutrientes en el suelo y el
exceso o déficit de riego pueden afectar a la composicidn fitoquimica de las frutas y
hortalizas, tanto cualitativamente como cuantitativamente. Se sabe que el calcio, el
boro y el contenido en sustancias nitrogenadas del suelo tienen un efecto decisivo
sobre el contenido en sustancias fendlicas. Igualmente, el grado de iluminacion e
irradiacion y la temperatura ejercen también tienen una influencia importante sobre el
contenido en sustancias fitoquimicas (Vallejo et al., 2003). Los antioxidantes naturales
se encuentran presentes en practicamente todas las plantas, microorganismos, hongos

e incluso en tejidos animales (Zapata et al., 2007).

1.7.1. Polifenoles

Los polifenoles son compuestos que presentan una estructura molecular
caracterizada por la presencia de uno o varios anillos fendlicos. Existen varias clases y
subclases de polifenoles que se definen en funcion del nimero de anillos fendlicos que
poseen y de los elementos estructurales que presentan estos anillos. Segun su
estructura, los polifenoles se pueden clasificar en dos grupos, los flavonoides
(flavononas, flavonas, isoflavonas, flavonoles, proantocianidinas y antocianos) y no
flavonoides (acidos fendlicos, taninos hidrolizables, acidos hidroxibenzoicos y

estilbenos).

Los polifenoles son antioxidantes naturales de origen vegetal. Hay diversos

factores, incluida la genética, que influyen en la cantidad presente en las plantas como
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son los factores medioambientales, como la luz, temperatura, composicion del aire y
nutricién mineral, y las practicas culturales, como el estado de maduracién/cosecha o
el sistema de riego (Navarro-Gonzdlez et al., 2011). Ademas, los métodos culinarios
también afectan al nivel de polifenoles presentes en un alimento, siendo los métodos

de coccidén los que producen un mayor efecto.

Para el caso concreto de los tomates, existe una gran cantidad y variedad de
compuestos fendlicos, como acidos fendlicos (acidos clorogénico, caféico, fenilico y
cumarico) y flavonoides. No obstante, la coccién de los mismos, puede afectar
marcadamente a su composicion, se conoce que pierden del 10 al 15% de su contenido
en polifenoles después de 15 minutos de ebullicién, y entre el 45-50% después de
freirlos (Pellerino, 2013). En cuanto al estado de maduracién de la planta, el acido
clorogénico, uno de los compuestos fendlicos presentes en mayor cantidad en el
tomate (Garcia-Valverde, 2013), va disminuyendo su cantidad al final del crecimiento y

conforme se inicia la maduracién del fruto (Periago-Caston et al., 2008).

1.7.1.1. Acidos fenélicos

Los acidos fendlicos son metabolitos esenciales para el crecimiento vy
reproduccion de las plantas y, actian como agentes protectores frente a patdgenos,
siendo secretados como mecanismo de defensa en condiciones de estrés, tales como
infecciones y radiaciones UV, entre otros (Mufoz-Jduregui et al., 2007). Diversos
estudios sefalan que la introduccion en la dieta de estos acidos fendlicos disminuye el
riesgo en padecer enfermedades cardiovasculares y ciertas formas de canceres (Mufioz
et al., 2007).

Los acidos fendlicos derivados del acido hidroxicinamico son los dacidos
caféico, ferulico y cumdrico que, por regla general, se hallan presentes en forma de
derivados (Zavaleta et al., 2005). El contenido de estos compuestos fendlicos en el
tomate se ve afectado por numerosos factores como son la variedad de tomate, el

método de cultivo y la temperatura de la pulpa del tomate.

1.7.1.2. Flavonoides

Los flavonoides son pigmentos naturales presentes en los vegetales y, al igual

que en el caso de los acidos fendlicos, protegen al organismo del dafio producido por
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agentes oxidantes, como los rayos ultravioletas, la polucion ambiental, etc. El
organismo humano no puede producir estas sustancias quimicas protectoras, por lo
que debe obtenerlas mediante la alimentacién o en forma de suplementos. Los
flavonoides estdn ampliamente distribuidos en plantas, frutas, verduras y en diversas
bebidas y, representan componentes sustanciales de la parte no energética de la dieta

humana (Martinez-Florez et al., 2002).

Los flavonoides contienen en su estructura quimica un ndmero variable de
grupos hidoxilo fendlicos y poseen excelentes propiedades de quelacion del hierro y
otros metales de transicion, lo que les confiere una gran capacidad antioxidante. Por
ello, desempeian un papel esencial en la proteccion frente a los fendmenos de dafio
oxidativo, lo que reduce el envejecimiento de las células (Conseil et al., 1998) y tienen
efectos terapéuticos en un elevado numero de patologias, incluyendo la cardiopatia

isquémica, la ateroscleoris o el cdncer (Martinez-Flérez et al., 2002).

1.7.2. Carotenoides

Los carotenoides son un grupo de cerca de 600 pigmentos liposolubles,
responsables de los colores naturales amarillos, naranjas y rojos, de las frutas vy
vegetales (Krzysztof et al., 2010). Estos pigmentos son tetraterpenos, es decir,
compuestos de 40 dtomos de carbono, formalmente derivados del fitoeno. Pueden ser
de dos clases: los carotenos, compuestos hidrocarbonados, y las xantofilas, derivados

oxigenados de los carotenos (Sdnchez et al., 1999).

Los carotenoides tienen una propiedad caracteristica que es absorber la luz,
por lo que su papel natural es dar color. Esta propiedad se deriva de la presencia de
enlaces dobles conjugados que conforman un cromdforo largo. Por otro lado, también
estd bien establecida su funcidn antioxidante en los organismos fotosintéticos y en
muchos no fotosintéticos aerobios, participando en la desactivacion de radicales libres

gue se producen durante el metabolismo normal de las células (Sdnchez et al., 1999).

El cuerpo humano no sintetiza carotenoides, sino que su presencia en éste
depende de la dieta. En general, la ingesta de tomate y de productos derivados de él
provee al ser humano de alrededor del 85% del licopeno. El 15% restante es aportado

por frutas tales como la sandia, papaya y uvas rosadas (Zapata et al., 2007). Los
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carotenoides tienen un efecto favorable para el sistema inmunoldgico y protegen la

piel contra la radiacidn ultravioleta (Candelas et al., 2005).

1.7.2.1. Licopeno

El licopeno es un carotenoide, y principal pigmento responsable de la
caracteristica coloracion roja del tomatey sus productos derivados, y es sintetizado
exclusivamente por plantas y microorganismos (Krzysztof et al., 2010). No tiene
actividad provitamina A, pero muestra una capacidad antioxidante dos veces mas alta

que el beta-caroteno (Ordofiez et al., 2009).

Es un carotenoide altamente lipofilico, que se caracteriza por carecer de
anillos ciclicos y poseer once dobles enlaces conjugados, tiene una estructura sencilla
con una cadena alifatica formada por cuarenta 4tomos de carbono (Fig. 31) (Ordofez

et al., 2009).

CH, CH; CHj CHj

H,C/J\/\/k/k}%/\\\//l“\\/\/\ S m/ﬁ/\/\\rm
CHy CHy CHy

CHy

2,6,10,14,19,23 27 31-octametildotriaconta-2,6,8,10,12,14,16,18,20,22 24 26 30-tridecaeno (Licopeno)

Figura 31. Estructura quimica del licopeno.

Una de las funciones principales del licopeno y, de otros compuestos
relacionados con los carotenoides, es la de absorber la luz durante la fotosintesis
protegiendo a la planta contra la fotosensibilizacion. Ademas, este carotenoide tiene
propiedades beneficiosas para la salud como son su funcidon antioxidante,
anticancerigeno, antiteratogénico, regulador de los mecanismos inmunoldgicos y

reductor del colesterol (Krzysztof et al., 2010).

El licopeno es el carotenoide mds abundante en el tomate maduro,
proporcionando aproximadamente del 80 al 90% de los pigmentos totales (Garcia-
Valverde et al., 2013). Esta variabilidad en la cantidad de licopeno, depende de
factores como la variedad, el suelo, la cantidad de nitrégeno disponible, el clima o el

tipo de almacenamiento.

En funcién de la madurez, se sabe que varia el contenido en licopeno, ya que
variedades de tomate con un color mas intenso y con un mayor contenido en
sustancias insolubles, dan contenidos mas altos en este carotenoide. Se sabe que del

72% al 92% del total del licopeno presente en el tomate, se encuentra en la pulpa y la
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piel, asociado a la presencia de compuestos insolubles (Periago-Caston et al., 2001). En
la Figura 32 se muestra el contenido en licopeno en diversos productos alimenticios

(incluidos derivados del tomate).

Contenido de licopeno en varios alimentos

Fuente Contenido de licopeno (mg/100 g base humeda)
Tomate, fresco 0,72 - 20,00
Tomate, jugo 5,00- 11,60
Tomate, salsa 6,20
Tomate, pasta 365,00
Tomate, sopa 7,99
Salsa kétchup 9,90- 13,44
Salsa para pizza 12,71
Sandia 2,3-7,2
Guayaba rosa 5,23 -5,50
Toronja 0,35-3,36
Papaya 0,11-5,3
Zanahoria 0,65-0,78
Calabaza 0,38-10,46

Figura 32. Contenido de licopeno en diversos alimentos (Krzysztof et al., 2010).

Hay diversos estudios que hablan de la importancia de la temperatura de
maduracién, asi como de la temperatura de almacenamiento del tomate, que
condicionan la concentracidn de licopeno en el fruto. Chang et al., (1977) demostraron
gue la concentracidon de licopeno es mucho mas baja cuando los frutos han sido
madurados a 32 2C que cuando lo han hecho a 21 2C. En estos mismos valores se
mueve el estudio de Robertson et al., (1995) que indican que la temperatura éptima
para la produccién de este carotenoide es entre 18 ¢C y 262C. En cuanto a la
temperatura de almacenamiento, hay estudios que demuestran que a partir de 4 ¢C se
inhibe la produccion de licopeno. Por otro lado, estos mismos autores sefalan que la
sintesis de licopeno es severamente inhibida por la exposicion a la radiacion solar
intensa y, se ha sugerido, que el dafio por radicacién al tomate puede deberse a los
efectos generales del sobrecalentamiento de los tejidos irradiados (Zapata et al.,

2007).

El licopeno puede encontrarse como isémeros cis y trans. Tanto la cantidad

total de trans-licopeno como la de cis-licopeno aumentan significativamente cuando el
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tomate madura (Garcia-Valverde et al., 2013). En el tomate fresco, en estado natural,
se encuentra que el 90% del licopeno estd en forma de isémero trans, mientras que en
los productos procesados del tomate existe una mayor proporcion del isomero cis. El
tratamiento térmico al que es sometido el tomate procesado es responsable de esta
isomerizacion inducida (Ordofiez et al., 2009). Otros estudios indican que, durante el
procesamiento térmico, tiene lugar la ruptura de la membrana y de la pared celular,
liberando el licopeno desde la porcidn insoluble del tomate, lo cual incrementa el valor
nutricional de los tomates por el aumento en la bioaccesibilidad del contenido de

licopeno y su actividad antioxidante (Sulbardn et al., 2001).

1.7.2.2. Beta-caroteno

En el tomate, el beta-caroteno y el licopeno, se encuentran en forma de

estructuras semicristalinas y unidas a la membrana de los cromoplastos o cloroplastos.

El beta-caroteno es un precursor de la vitamina A (Zapata et al., 2007); es una
sustancia que no sintetiza el cuerpo humano sino los vegetales y microorganismos por
lo que se deben tomar en la dieta como micronutriente (Monsalve et al., 2007). El
beta-caroteno se libera de los alimentos en el intestino delgado y se absorbe junto a la
grasa de la dieta, dado que es liposoluble. El beta-caroteno se convierte en vitamina A
mediante la intervencién de ciertas enzimas de la mucosa intestinal; y su
concentracion en el plasma humano esta en relacién directa con la ingesta de frutas y
vegetales (Zapata et al., 2007). El beta-caroteno es el segundo carotenoide mas
abundante, por detras del licopeno, pero solo representa el 15% de la cantidad de
total de ellos (Hallman, 2013). En la Figura 33 se muestra la estructura quimica del

beta-caroteno.

Figura 33. Estructura quimica del beta-caroteno.
(http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Beta-carotene.svg)

El beta-caroteno tiene beneficios para la salud, ya que reduce el riesgo de

padecer enfermedades coronarias, asi como disminuye la probabilidad de sufrir
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diversos tipos de canceres. También se ha observado que se reducen los dafios

producidos por los rayos X (Zamora, 2007).

En el caso del tomate, el contenido en beta-caroteno depende de la calidad
del fruto fresco y de su origen (Hallman, 2013). El impacto del sistema de cultivo sobre
el nivel de beta-caroteno en cosechas es confuso. Algunos autores, indican que este
pigmento es mas abundante en condiciones éptimas para el crecimiento de las plantas
(Hallman, 2013), pero su cantidad también depende del tipo de suelo, clima, variedad

y tipo de almacenamiento (Monsalve et al., 2007).

1.8.- Valor nutricional y funcional de los alimentos

El valor nutricional de un alimento, depende de su composicidon quimica y
hace referencia a la cantidad de los diferentes nutrientes que posee, determinada

mediante el andlisis quimico de muestras representativas.

Los componentes mayoritarios de cada alimento definen su valor nutritivo,

para el caso concreto del tomate, su valor nutritivo reside en su riqueza en fibra,
minerales como potasio y fésforo, y vitaminas, como C, E o vitaminas del grupo B.
Ademads, presenta un alto contenido en carotenoides como el licopeno, pigmento
natural que aporta al tomate su color rojo caracteristico y que presenta una potente

actividad anticancerigena.

El valor nutricional de un alimento no depende uUnicamente de la riqueza
nutricional de cada alimento, sino también de su biodisponibilidad, es decir, de la
capacidad de aprovechamiento del nutriente por el organismo. Algunos autores
definen la biodisponibilidad de un alimento como la proporcién de nutrientes que se
digieren, se absorben y se metabolizan a través de las rutas metabdlicas habituales de
asimilacion (Srinivasan, 2001).

Teniendo en cuenta la definicion anterior, para conocer el valor nutritivo de
un alimento, es importante conocer la cantidad total de compuestos que posee, pero
también es necesario conocer la cantidad de cada uno de ellos que estd disponible
dentro del contenido total de cada nutriente. Ademads, debe valorarse la capacidad que
el alimento tiene de cubrir las necesidades nutricionales de la poblacién, comparando

su composicion nutricional con los requerimientos nutricionales establecidos medios.
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El concepto valor nutricional de un alimento, es decir, la capacidad de un
alimento de aportar a través de los alimentos los nutrientes (hidratos de carbono,
proteinas, grasas, vitaminas y minerales) suficientes para satisfacer las necesidades
organicas particulares, tiende a ser complementado por el de valor funcional de un
alimento, que incluye, la potencialidad de los alimentos para promocionar la salud,
mejorar el bienestar y reducir el riesgo de desarrollar enfermedades. Asi, un alimento

se considera funcional porque, ademads de destacar por sus propiedades nutritivas,

contiene ciertos elementos, cuyo consumo diario dentro de una dieta equilibrada

contribuye a mantener o mejorar nuestro estado de salud y bienestar.

En Europa, el primer documento de consenso sobre conceptos cientificos en
relaciéon con los alimentos funcionales fue elaborado en 1999 por un grupo de
expertos coordinados por el ILSI (International Life Sciences Institute), segun el cual un
alimento funcional es aquel que contiene un componente, nutriente o no nutriente,
con efecto selectivo sobre una o varias funciones del organismo, con un efecto
afiadido por encima de su valor nutricional y cuyos efectos positivos justifican que

pueda reivindicarse su caracter funcional o incluso saludable.

Entre los efectos positivos que desarrollan estos alimentos sobre la salud

destacan (Silveira-Rodriguez et al., 2003) los siguientes:

- Crecimiento y desarrollo durante la gestacion y primeros afios de vida. Se trata de
alimentos enriquecidos en hierro, yodo, acido fdélico, acidos grasos (omega-3 y

omega-6), calcio y vitaminas (A y D) que favorecen el crecimiento y desarrollo.

- Metabolismo de sustancias. En relaciédn con el mantenimiento de un peso
adecuado, mejor control de la glucemia, o del colesterol y triglicéridos plasmaticos
asociados a riesgo cardiovascular o con un adecuado rendimiento en la practica de
actividad fisica, entre otros. Algunos ejemplos son los alimentos de bajo contenido
energético (bajos en grasas o en azucares sencillos), enriquecidos en omega-3, acido
oleico o en fibra, bebidas y productos especificos para deportistas.

- Defensa contra el estrés oxidativo. Las sustancias antioxidantes funcionan como
una barrera frente al efecto nocivo de los radicales libres sobre el ADN (los genes), las
proteinas y los lipidos de nuestro cuerpo. Su consumo contribuye a reducir el riesgo de

enfermedades cardiovasculares, degenerativas e incluso de cancer. Se trataria de
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productos enriquecidos con sustancias antioxidantes (vitaminas C y E, beta-carotenos,

selenio, cinc y fitoquimicos) o sustancias propias de vegetales.

- Sistema cardiovascular. Por su contribucién a la hora de reducir el riesgo de
enfermedades cardiovasculares se encuentran los alimentos enriquecidos en acidos
grasos mono-insaturados, poli-insaturados (omega-3 y omega-6), con sustancias de

accion antioxidante, fitoesteroles, ciertas vitaminas del grupo B (B6, B9, B12) y fibra.

- Funcidn del tracto gastrointestinal. Alimentos probidticos (yogures y otras leches
fermentadas con bacterias acido-lacticas), prebidticos (alimentos con fibra soluble
como los fructo-oligosacdridos) y los enriquecidos en fibra soluble e insoluble o ricos
en fibra (legumbres y hortalizas, frutas frescas y desecadas, frutos secos y cereales de
grano entero y productos que los incluyen como ingrediente).

- Funciones psicoldgicas y conductuales. En relacién con el apetito y la sensacion de

saciedad, el rendimiento cognitivo, el humor o tono vital y el estrés. Se engloban los

alimentos ricos en fibra y los enriquecidos (de alto valor de saciedad), alimentos con

aminodcidos especificos, con sustancias excitantes del sistema nervioso (cafeina,

ginseng) o tranquilizantes (melisa) extraidos de plantas, etc.

Entre algunos ejemplos de alimentos funcionales, destacan aquellos alimentos
gue de forma natural contienen ciertos minerales, vitaminas, acidos grasos,
fitoesteroles, fibra y sustancias antioxidantes, tal es el caso del tomate y de alimentos
modificados y enriquecidos en este tipo de sustancias y los probidticos como el yogur,

que tienen bacterias vivas de efectos beneficiosos para la salud.

Para el caso concreto del tomate, ademas de los compuestos fendlicos
previamente comentados, existen otros componentes con capacidad funcional como
las vitaminas, provitaminas, minerales y la fibra. El valor funcional de este alimento
reside en estos componentes, aunque hay que tener en cuenta que de acuerdo con
investigaciones anteriormente citadas, esta funcionalidad dependera de aspectos
como la maduracion y los factores medioambientales en los que ha sido cultivada la

planta.
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Glosario

Antera: f. Bot. Parte del estambre de las flores, que forma a modo de un saco
pequefio, sencillo o doble, en donde se produce y se guarda el polen.

Apical: adj. Perteneciente o relativo a un apice o punta, o localizado en ellos.
Cloroplasto: m. Biol. Organulo de las células vegetales en el que tiene lugar la
fotosintesis.

Cromdforo: adj. Quim. Se dice del agrupamiento quimico causante de la coloracién de
una sustancia.

Cromoplasto: m. Biol. Plasto que carece de clorofila, por lo que no puede realizar la
funcién clorofilica.

Dicotileddnea: adj. Bot. Se dice de los vegetales cuyo embridn tiene dos cotiledones.
Diploide: adj. Biol. Dicho de un organismo, de un tejido, de una célula o de un nucleo
gue posee un doble juego de cromosomas.

Endospermo: m. Tejido del embrién de las plantas fanerégamas, que les sirve de
alimento.

Estaminal: adj. Bot. Perteneciente o relativo a los estambres.

Foliolo: m. Bot. Cada una de las hojuelas de una hoja compuesta.

Gineceo: Bot. Verticilo floral femenino de las plantas fanerégamas, constituido por uno
o0 mas carpelos, que forman el pistilo.

Imparipinada: adj. Hoja compuesta, cuyo raquis termina en un foliolo.

Inflorescencia: f. Bot. Forma en que aparecen colocadas las flores en las plantas.
Lenticular: adj. Con forma de lente biconvexa.

Lobulado: adj. Biol. En forma de l6bulo.

Loculo: m. Bot. Cavidad del ovario o del fruto en la que estan dispuestos los primordios
seminales o las semillas.

Meristemo: m. Bot. Tejido embrionario formado por células indiferenciadas, capaces
de originar, mediante divisiones continuas, otros tejidos y 6rganos especializados.
Parénquima: m. Bot. Tejido vegetal constituido por células de forma aprox. esférica o
cubica y con espacios de separacion.

Peciolado: adj. Bot. Dicho de una hoja. Que tiene peciolo.

Peciolo: m. Bot. Pezdn que sostiene la hoja.
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Pedicelo: m. Bot. Eje que sostiene cada una de las flores de una inflorescencia.
Primordio: Estado rudimentario de un érgano que empieza a formarse.

Sépalo: m. Bot. Hoja transformada, generalmente recia y de color verdoso, que forma
parte del caliz o verticilo externo de las flores heteroclamideas.

Tricoma: Excrescencia de morfologia variable, formada a partir de cululas epidérmicas.

Son tricomas los pelos, las papilas y las escamas.
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2. Experimental

2.1. Material y reactivos

2.1.1. Equipos de laboratorio

En el desarrollo de este proyecto fin de carrera, ademas del material basico de
laboratorio, como son las pipetas, probetas, matraces aforados, vasos de precipitado,
tubos de ensayo, embudos de decantacion y buretas, se utilizaron los siguientes
equipos e instrumentos de laboratorio (ubicados en los Laboratorios 2 y 3 del Dpto. de
Quimica Analitica, Edificio Loreto, EPSH):

Campana extractora. Industrias Altea S. A. VG-150.

Espectrofotémetro de absorcidn molecular. Unicam UV/Vis Spectrometer UV2.

Cromatégrafo de liquidos HPLC WATERS 600 PL-EMD-950 con detector UV/Vis
diode array.

Balanza analitica. Sartorius CP 224S.

Placa calefactora/agitadora. Modelo COBOS/HS 100.

Centrifuga.

Arcon congelador. Modelo EDESA.

Refrigerador. ZANUSSI Tropic System ZFC-395-R.

Nucleos agitadores.

Bafio de ultrasonidos.

Pipeteador.

Cuter.

2.1.2- Reactivos y disoluciones

En el desarrollo de este trabajo se utilizaron los siguientes reactivos:
Metanol (HPLC-grado gradiente). Panreac
Etanol (HPLC-grado gradiente). LiChrosolv®
Sulfato de sodio anhidro (Na,SO,). Panreac
Cloruro de sodio (NaCl). PA, Panreac
Diclorometano (HPLC-grado gradiente). Sigma-Aldrich

Acetonitrilo (HPLC-grado gradiente). Sigma-Aldrich
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Acetona (CH3(CO)CHs). Fluka

Hexano (CH3(CH;)4CHs) (HPLC-grado gradiente). Sigma-Aldrich
Reactivo Folin & Ciocalteu’s phenol reagent, 2 M, Sigma
Carbonato sédico (Na,COs). PA, Panreac

Nitrégeno (Ny)

Acido clorogénico, 95% titration. Aldrich

Acido caféico, >98% (HPLC). Sigma

Acido p-cumdrico, >98% (HPLC). Sigma

Acido trans-ferulico, 99% (HPLC). Aldrich

Quercetina, 297%. Sigma

Kaempferol, >97%. Sigma

Beta-caroteno, sintético >95% (HPLC). Sigma

Licopeno, de tomate >90%. Sigma

2.2. Muestreo

En el afio 2010, la Sociedad Cooperativa Limitada Agricola de Barbastro
(SCLAB), en colaboracidn con la Unidad de Tecnologia Vegetal del Departamento de
Agricultura, Ganaderia y Medio Ambiente del Gobierno de Aragon y la Asociacién de
Hortelanos Tradicionales y Amigos de la Huerta del Alto Aragdn, realizaron una labor
de recoleccion de semillas entre los agricultores locales, que junto con material vegetal
procedente del Banco de Germoplasma de Especies Horticolas del Centro de
Investigacion y Tecnologia Agroalimentaria de Aragdn (CITA), se cultivé conjuntamente

para su estudio.

Los resultados que se obtuvieron en la campafia 2010 mostraron la existencia
de variabilidad dentro del material vegetal recolectado, lo que permitid realizar una
primera seleccion entre las 31 muestras ensayadas inicialmente. Tras una primera
criba, se seleccionaron nueve (9) entradas, correspondientes a aquellas que mostraron
unas cualidades caracteristicas del tomate rosa de Barbastro, esto es, principalmente
forma achatada, color rosa, y acostillado, que fueron analizadas de nuevo mas

exhaustivamente en la campafia 2011.
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Con los resultados obtenidos en las campafias 2010 y 2011, se realiz6 de
nuevo una seleccidn de aquellas entradas que presentaron un mejor comportamiento,
y se seleccionaron tres (3) de ellas. Sin embargo, todavia se observaba heterogeneidad
dentro de las diferentes variedades, siendo esta variabilidad la materia prima que

permitio iniciar en 2012 un programa de mejora genética.

En la campafia 2013 se realizo el estudio de la descendencia de las doce (12)
plantas que habian presentado un mejor comportamiento en la campafa 2012,
considerando caracteres productivos y de calidad de los frutos (incluyendo
valoraciones organolépticas). El andlisis de los resultados obtenidos permitié

seleccionar cuatro de estas lineas, que fueron:

Linea 1: seleccionada por sus buenas cualidades organolépticas.

Lineas 7 y 8: seleccionadas por su alta produccién comercial.

Linea 11: seleccionada por mostrar los mejores resultados globales (valoracion
organoléptica, altos valores productivos y 6ptimas valoraciones de frutos en el

laboratorio).

Las muestras que se van a analizar en este proyecto proceden de estas cuatro
mejores lineas, con el fin de caracterizarlas seglin su composicién en antioxidantes,

determinando su valor nutritivo y funcional.

2.2.1. Obtencion de las muestras de tomate rosa de Barbastro

Se ha realizado, en las parcelas experimentales acondicionadas para ello, el
cultivo del material vegetal, recoleccidn de frutos y preparacién y acondicionado de las
muestras de los tomates rosa de Barbastro para su posterior analisis. Estas labores se
han realizado en la parcela experimental del CITA, ubicada en Montafiana, y en una
parcela ubicada en Barbastro. En ambas localidades (Montafiana y Barbastro) el
material vegetal fue cultivado en dos ambientes:

Al aire libre: 12 plantas por parcela elemental.

En tanel de plastico: 20 plantas por parcela elemental.

A continuacion, se detallan las fechas de recoleccidn de los frutos, asi como el
ndmero de muestras obtenidas por cada uno de los ensayos que han sido

acondicionadas para el analisis.
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Parcela experimental del CITA:

8 Agosto 2013 ............. Cultivo en tunel de plastico........... 20 muestras = 1 réplica

27 Agosto 2013 ........... Cultivo al aire libre ....ccoeeeeeeeennnnn. 19 muestras £+ 1 réplica

Parcela experimental en Barbastro:

2 Septiembre 2013 ...... Cultivo en tunel de plastico........... 14 muestras + 3 réplicas

16 Septiembre 2013 .... Cultivo al aire libre ...........ccccec.... 16 muestras + 3 réplicas

Para completar el estudio, se ha seleccionado como muestra control, un
hibrido comercial de tomate rojo (variedad Caramba) sélo en condiciones de cultivo

protegido (tunel) en la parcela experimental del CITA y en Barbastro.

Cada muestra de tomate preparada para su analisis es el resultado del
triturado de cinco frutos, que ha sido homogeneizado y dividido en tres fracciones
para la determinacién de polifenoles y carotenoides en este proyecto, y la ultima
fraccién para la determinacién de la vitamina C en posteriores trabajos. Las muestras
se han congelado en bolsas de plastico convenientemente marcadas hasta el momento

del andlisis (Figura 34).

ARC4AR4

Figura 34. Muestra de tomate rosa de Barbastro congelada para su posterior andlisis.

En la Tabla 11 aparecen las muestras analizadas en este proyecto asi como su

codificaciéon dentro del laboratorio.
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Tabla 11. Muestras de tomate rosa de Barbastro analizadas en este estudio.
Muestra Procedencia linea  Muestra Procedencia Linea

Tomate rosa de Barbastro

TR1 Barbastro (tunel) 1 TR16 Montanana (tunel) 11
TR2 Barbastro (tunel) 7 TR17 Barbastro (tunel) 1
TR3 Barbastro (tunel) 8 TR18 Barbastro (tunel) 1
TR4 Barbastro (tunel) 11 TR19 Barbastro (tunel) 7
TR5 Barbastro (aire) 1 TR20 Barbastro (tunel) 7
TR6 Barbastro (aire) 7 TR21 Barbastro (tunel) 8
TR7 Barbastro (aire) 8 TR22 Barbastro (tunel) 8
TR8 Barbastro (aire) 11 TR23 Barbastro (tunel) 11
TR9 Montainana (aire) 1 TR24 Barbastro (tunel) 11
TR10 Montanana (aire) 7 TR25 Barbastro (aire) 1
TR11 Montainana (aire) 8 TR26 Barbastro (aire) 1
TR12 Montanana (aire) 11 TR27 Barbastro (aire) 7
TR13 Montafiana (tunel) 1 TR28 Barbastro (aire) 8
TR14 Montanana (tunel) 7 TR29 Barbastro (aire) 8
TR15 Montafiana (tunel) 8 TR30 Barbastro (aire) 11
Tomate Caramba

TC31 Montanana (tunel) TC33 Barbastro (tunel)

TC32 Barbastro (tunel) TC34 Barbastro (tunel)

2.3. Determinacion de polifenoles

Dado que el objetivo general del proyecto es caracterizar algunos de
antioxidantes naturales mas importantes, como son los polifenoles y los carotenoides,
presentes en una selecciéon de tomates rosa de Barbastro y determinar su valor

nutritivo, es necesario realizar la puesta a punto de los métodos analiticos a aplicar.

Los polifenoles mas interesantes, por su capacidad antioxidante y su presencia
en el tomate, son los acidos fendlicos como el acido caféico, dcido p—cumarico, acido
ferulico, acido sinapico, acido cinamico y acido clorogénico; y los flavonoides como la
quercetina y el kaempferol, tanto libres (agliconas) como combinados. Existe una
amplia bibliografia muy actual, para la determinacion de estos compuestos en tomate
(Tokusoglu et al., 2003; Raffo et al., 2006; Slimestad et al., 2008; Ribas-Agusti et al.,
2012; Vallverdu—Queralt et al., 2012; Hallmann et al., 2013; Charanijit et al., 2013). El

analisis de los polifenoles, en las muestras de tomate rosa de Barbastro, necesita una
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puesta a punto y una optimizacion, para adaptarlo a las condiciones e instrumentacion
disponible en el Departamento de Quimica Analitica de la Escuela Politécnica Superior

de Huesca.

2.3.1. Puesta a punto y optimizacion de la determinacidn de polifenoles

Se decidi6 abarcar el estudio de estos compuestos mediante la extraccién de
los mismos, de la matriz del tomate, y posterior deteccion mediante cromatografia
liquida HPLC con deteccién UV/Vis. Para la puesta a punto y optimizaciéon del método
analitico a aplicar se comenzd con la optimizacion de la separacidon cromatografica de
los polifenoles seleccionados para, posteriormente continuar con la seleccién del
método de extraccion a aplicar a las muestras de tomate rosa de Barbastro.

Los compuestos fendlicos seleccionados para este estudio fueron el acido
caféico, acido p-cumarico, acido ferilico, acido cindmico, acido galico, acido
clorogénico, quercetina y kaempferol. De todos ellos se disponia de patrén analitico.

Se probaron dos procedimientos de separacion cromatografica diferentes:

(a) Procedimiento separaciéon cromatografica 1 (Garcia-Valverde et al., 2013):

Columna Lichrocart (250 mm x 4 mm x 5 um) a 15 2C. Fase moévil A: H,O con
0,05% acido trifluoroacético a pH 2 y Fase mévil B: metanol. Flujo 1 mL/min. Inyeccion
20 plL. Modo gradiente: 0 min, 80% A-20% B, 45 min 35% A—65% B y 55 min, 80% A—

20% B. Adquisicidn a 320 nm (acidos fendlicos) y a 370 nm (flavonoides).

(b)Procedimiento separaciéon cromatografica 2 (Haghi et al., 2010):

Columna Eurospher (250 mm x 4,6 mm x 5 um) a T ambiente. Fase movil A:
acetonitrilo con tetrahidrofurano al 4% y Fase movil B: H,O con acido fosforico al
0,04%. Flujo 1 mL/min. Inyeccién 20 pL. Modo isocratico: 35% A—65% B. Adquisicion a

320 nm (acidos fendlicos) y a 370 nm (flavonoides).

Los ensayos para la optimizacién de la separacién cromatografica se realizan
con la columna disponible en el laboratorio, de las mismas caracteristicas que las
propuestas en bibliografia, una columna Phenomenex Cig (250 mm x 4,6 mm x 5 um).
Se prepararon disoluciones, en metanol, de concentracion 25 pg/g de cada uno de los
patrones y se inyectaron en el cromatégrafo, asi como una disolucién multipatréon de

todos ellos en la misma concentracién, en las condiciones de cada uno de los
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procedimientos cromatograficos seleccionados. Los resultados preliminares mostraron
gue los analitos de interés se separaban y se podian identificar trabajando con las

condiciones cromatograficas del procedimiento 2.

El detector UV/Vis utilizado ha sido un diode array, por lo que los
cromatogramas fueron adquiridos en un rango de longitudes de onda comprendido
entre los 250-400 nm. Para la identificacién y cuantificacion de los acidos fendlicos
(clorogénico, galico, caféico, p-cumarico y ferulico) se selecciond la longitud de onda
de 320 nm, salvo para el acido cinamico que se identifica a 275 nm; por ultimo para los
flavonoides (quercetina y kaempferol) se seleccioné la longitud de onda de 370 nm
gue es donde presentan mayor absorcion.

En la Figura 35 se muestran los espectros obtenidos de cada uno de los
patrones seleccionados en el estudio, adquiridos tras separarse en las condiciones

cromatograficas éptimas.
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Figura 35. Espectros absorcion patrones de polifenoles inyectados en el HPLC-UV/Vis.

Por otro lado, en la Figura 36 se muestra el cromatograma obtenido tras la
inyeccion en el HPLC-UV/Vis de la disolucion multipatrén, en las condiciones

optimizadas, a las tres longitudes de onda seleccionadas (275 nm, 320 nm y 370 nm).
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Figura 36. Cromatograma disolucion multipatron en condiciones cromatogrdficas
optimizadas (320, 370 y 275 nm).

Como se puede observar en la Figura 36, se optimizé la separacion de los
acidos fenodlicos (clorogénico, caféico, p-cumadrico, ferdlico y cindmico) y de los
flavonoides (quercetina y kaempferol). Si bien, el acido ferulico y el dcido p-cumarico
no consiguen separarse completamente, se decididé que se terminaria de optimizar su
separacion cuando se trabajase con muestras reales de tomate rosa de Barbastro. Por
otro lado, el acido galico presentd problemas en su identificacion al solaparse
completamente al acido clorogénico, y dado que en bibliografia del tomate no
aparecia en todas las variedades ni su presencia era significativa, se decidid eliminarlo

de la disolucion multipatrén.

Una vez seleccionadas las condiciones cromatograficas de trabajo, lo siguiente
consistié en optimizar el procedimiento de extraccidn de los polifenoles presentes en
muestras de tomate. Para ello, los primeros ensayos se realizaron con muestras frescas
de tomate (tomate pera, tomate pera secado en estufa y tomate desecado) compradas
en el supermercado asi como tomate rosa de Barbastro descongelado vy liofilizado. Tras
una busqueda bibliografica se vio que para la determinacion de los polifenoles se
pueden seguir dos rutas:

(a)Extraccion con hidrdlisis: para acidos fendlicos y flavonoides glicosilados (Tokusoglu
etal., 2003; Liet al., 2011; Garcia-Valverde et al., 2013).
(b)Extraccion: para acidos fendlicos y flavonoides libres, también denominadas

agliconas (Vallverdu-Queralt et al., 2013; Ribas-Agusti et al., 2012).
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Sobre estas dos rutas de trabajo, se realizaron diferentes modificaciones y
ensayos, variando cantidades de muestra a extraer, cantidades de disoluciones
extractantes e hidrolizantes, asi como de tiempos de reaccidon, que se muestran

descritos en los siguientes apartados.

2.3.1.1. Métodos de extraccion con hidroélisis

Para los ensayos de extraccion con hidrdlisis se empezd trabajando con

muestras de tomate ensalada, compradas y procesadas en el laboratorio.

Método extraccion-hidrolisis 1: para la aplicacion de este método se parte de
muestra de tomate triturada. Se pesan 2 g de tomate y se adicionan 10 mL de una
disolucién de metanol (MeOH) al 50%, con acido clorhidrico (HCIl) 1,2 M y 0,04% de
acido ascérbico, se lleva a agitacion a 40 2C durante una hora después 10 min a la
centrifuga y por ultimo el sobrenadante se trasvasa la muestra a un matraz de 25 mL.
Se filtra el sobrenadante y se inyecta en el HPLC. En la Figura 37 se muestra el

cromatograma obtenido aplicando el método de extraccién-hidrélisis 1.

A 320 nm
— A370nm
I e A 275 nm

Figura 37. Cromatograma método extraccion-hidrdlisis 1.

Si bien se observan picos en el cromatograma de la Figura 37, a las tres
longitudes de onda de interés, ninguno de ellos corresponde a los acidos fenélicos ni a

los flavonoides seleccionados en este estudio.

Método extraccion-hidrolisis 2: se toman 5 g de tomate triturado, se adicionan
1,5mL de HCI 1 M (hidrdlisis acida), agitaciéon 1 min y posterior incubacién a 37 2C
durante 30 min. A continuacién, adicidn de 1,5 mL de hidréxido sdédico (NaOH) 2 M en
MeOH al 75% (hidrélisis basica y extraccion), agitacién 2 min e incubacion a 37 eC
durante 30 min. Por ultimo, adicidn de 1,5 mL de dcido metafosférico 0,75 M, agitacién

2 min, centrifuga a 5.000 rpm durante 10 min, y repetir la centrifuga con el residuo que
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queda, tras retirar el sobrenadante y adicionar 2 mL de fase mdvil. Se juntan los
extractos y se enrasan en un matraz de 10 mL con fase mdvil, para posteriormente
inyectar en el HPLC. En la Figura 38 se muestra el cromatograma obtenido del ensayo
de extraccion con hidrdlisis-2.
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Figura 38. Cromatograma método extraccion-hidrdlisis 2.

En este caso, en el cromatograma aparece un pico a 8 min que muestra
maxima absorcidn a 320 nm, pero su espectro no corresponde a ningun acido fendlico
seleccionado. Por otra parte, a 275 nm se localiza un pico a los 17 min que no se puede

identificar, ya que su espectro no corresponde al del dcido cindmico.

- Método extraccidon-hidroélisis 3: se toman 25 mL de tomate triturado, se
adicionan 25 mL de MeOH con HCl al 1% y 0,5 mg/mL de acido ascérbico y se agitan. A
continuacién, se adicionan 5 mL de HCI 1 M, se lleva a reflujo durante 2 h a 80-90 2C,
transcurrido ese tiempo se deja enfriar, se filtra y por ultimo se trasvasa a un vial para
inyectar en el HPLC-UV/Vis. En la Figura 39 se muestra el cromatograma obtenido
aplicando el método de extraccion-hidrdlisis 3.
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Figura 39. Cromatograma método de extraccion-hidrdlisis 3.
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En la Figura 39 se observan unos picos muy grandes cuando se adquiere a
275 nm, pero no aparece el pico del acido cinamico. Por otra parte, se logran
identificar el acido p-cumarico y el acido ferulico a 320 nm, pero aparecen solapados.
No se identifica ningun pico relacionado con compuestos flavonoides (quercetina y

kaempferol), que absorben a 370 nm.

Visto que las primeras pruebas no mostraban la extraccidn de los compuestos
de interés. Se probd a trabajar con tomate desecado, con el objeto de trabajar con
muestras que tuviesen un bajo contenido en agua. Para ello, se utilizé tomate pera
comprado que se partid y triturd con una batidora casera, para posteriormente llevarlo

a una estufa a 90 eC durante 7 dias.

Método extraccion-hidrolisis 4: se toman 5 g de tomate desecado y se le
adicionan 10 mL de MeOH. Se lleva al baiio de ultrasonidos durante 10 min y después
10 min a la centrifuga. Se adicionan 5 mL HCl 1 M, se agita durante 1 minuto y se lleva
a incubacién a 37 2C durante 30 min, transcurrido ese tiempo se adicionan 5 mL de
NaOH 2 M en MeOH al 75 %, se vuelve a agitar durante dos minutos y se lleva 10 min a
la centrifuga. El sobrenadante se filtra para llevarlo a un vial e inyectarlo en el
HPLC-UV/Vis. En la Figura 40 se muestra el cromatograma obtenido del ensayo de
extraccidon-hidrolisis 4.
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Figura 40. Cromatograma método de extraccion-hidrdlisis 4.

En el cromatograma obtenido que se muestra en la Figura 40, no se

identificaron ninguno de los compuestos de interés, ni acidos fendlicos ni flavonoides.

Tras estos primeros ensayos de extraccién con hidrélisis, se observé que el
aumento de la cantidad de muestra a extraer no suponia un aumento significativo en

la cantidad de analitos extraidos. Asi como, el trabajo con muestras de tomate
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desecado, tampoco aportaban buenos resultados. Una posible causa de la ausencia de
compuestos fendlicos extraidos en las muestras de tomate analizadas, es que las
referencias bibliograficas, sobre las que se habian basado estos ensayos de hidrdlisis,

trabajaban con tomate liofilizado. En el presente trabajo NO era factible disponer de

muestras liofilizadas, por el elevado nimero de muestras y el coste, tanto econdmico
como temporal, que supondria liofilizarlas. Por todo ello, se buscaron nuevos estudios
de investigacion donde no trabajasen con muestra liofilizada y se vio que otros
autores, para el andlisis de gazpachos y zumos de tomate, lo que hacian era centrifugar
la muestra y eliminar el sobrenadante (fraccidon acuosa) antes de someter la muestra a

extraccion (Vallverdu-Queralt et al., 2011).

Por ello, se llevaron a cabo pruebas sometiendo el tomate triturado vy
descongelado a una primera etapa en la centrifuga, para posteriormente, una vez
separada la fraccion liquida (acuosa) someter el residuo a la etapa de extraccion con
hidrdlisis.

*  Método extraccion-hidrdlisis 5: se toman 25 mL de tomate triturado y se llevan
a la centrifuga durante 10 min. Se elimina el sobrenadante y sobre el residuo se
afiaden 25 mL de MeOH con acido ascérbico al 1% y se agitan, después se adicionan
5mL de HClI 1 My se lleva a reflujo a 80-90 2 C durante 2 h. Transcurrido ese tiempo se
deja enfriar a temperatura ambiente, se lleva al bafio de ultrasonidos durante 5 miny
se filtra a través de filtro de jeringa de 0,45 um para inyectarlo en el HPLC-UV/Vis. En la

Figura 41 se muestra el cromatograma obtenido del ensayo de extraccion-hidrdlisis 5.

_— A3Z0nm
i — A370nm
— A275nm

5 1 1.8 0. §

: 8.8 8§ 5 B 8

| Espectro flavonolde NO
Ightificaio Mo identificado

|
= }
- I\ \\ / 275nm

Figura 41. Cromatograma método de extraccion-hidrdlisis 5.

En el cromatograma de la Figura 41 se observan dos picos grandes y bien

separados cuando se adquiere a 275 nm pero no se puede identificar de qué
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compuestos se tratan. Ademas, a mitad del cromatograma sale un pico que absorbe a
275 nm, pero su espectro no corresponde al del acido cinamico. Por otro lado, cuando
se adquiere a 370 nm se observa un pico cuyo espectro no corresponde ni al

kaempferol ni al de la quercetina, que deberian aparecer en esta longitud de onda.

Método extraccion-hidrolisis 6: se toman 45 g de tomate triturado y se llevan a
la centrifuga durante 10 min. Se elimina el sobrenadante y sobre el residuo se afaden
25 mL de MeOH con HCl al 1% y 0,5 mg/L de acido ascérbico, después se adicionan
5mL de HCI 1 M vy se lleva a reflujo a 80-90 C durante 2 h. Se filtra la disolucién a
través de un filtro de papel, y posteriormente se lleva la rotavapor hasta que queda
aproximadamente 1,5 mL de extracto. Se filtra antes de inyectar en el HPLC-UV/Vis. En
la Figura 42 se muestra el cromatograma obtenido del ensayo de extraccidn-

hidrdlisis 6.
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Figura 42. Cromatograma método extraccion-hidrdlisis 6.

En la Figura 42 se siguen observando dos picos muy grandes cuando se
adquiere el cromatograma a la longitud de onda de 275 nm, pero no identifican. Por
otro lado, a 320 nm se logran identificar el acido p-cumarico y el acido ferulico, pero se
encuentran solapados. Por ultimo, cuando se adquiere a 370 nm no se identifica ni la

quercetina ni el kaempferol, ya que no aparece ningun pico.

Método extraccion-hidrdlisis 7: se toman 45 g de tomate triturado y se llevan a
la centrifuga durante 10 min. Se elimina el sobrenadante y sobre el residuo se afaden
15 mL de MeOH al 50% con HCI 1,2 M y acido ascorbico al 0,04%, por ultimo se lleva a
reflujo a 80-90 2C durante 2 h. Del extracto obtenido se filtra una parte antes de
inyectarlo en el HPLC. En la Figura 43 se muestra el cromatograma obtenido del ensayo

de extraccion-hidrdlisis 7.
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Figura 43. Cromatograma método de extraccion-hidrdlisis 7.

En la Figura 43 se observan tres picos muy grandes y bien separados cuando
se adquiere a 275 nm, pero ninguno de ellos corresponde al acido cinamico. Por otro
lado, cuando se adquiere a 320 nm, no se logran identificar ninguno de los acidos
fendlicos seleccionados. Cuando se adquiere 370 nm no aparece ningun pico

cromatografico.

Visto que, la realizacidn de la extraccidn con hidrélisis, no conseguia la
extraccion de los flavonoides (quercetina y kaempferol) y que los Unicos polifenoles
gue se identificaban en las muestras de tomate analizadas eran acidos fendlicos, en
concreto, los dacidos clorogénico, caféico, p-cumarico y ferllico, ya que el acido

cindmico no se identificd en ninguna muestra de tomate analizada, se decidié trabajar

con un método de extraccion y no someter las muestras a hidrdlisis.

2.3.1.2. Métodos de extraccion

Al igual que en el caso de los métodos de extraccion con hidrdlisis, se
realizaron diferentes modificaciones y ensayos, variando cantidades de muestra a
extraer, cantidades de disoluciones extractantes, asi como de tiempos de reaccién,
gue se muestran descritos en los siguientes apartados. Se comenzd trabajando con

muestras de tomate pera que se procesaron en el laboratorio.

* Método extraccion-1: se toman 5 g de tomate triturado y se adicionan 20 mL de
MeOH con dacido ascdrbico al 1%. Esta mezcla, se lleva primero a agitacion magnética
durante 30 min, después al bafio de ultrasonidos durante otros 30 min y por ultimo a
la centrifuga 15 min. Una vez finalizada la centrifugacién y, habiendo dejado reposar la

muestra durante 15 min, se extrae el sobrenadante a un vial, con una filtracion previa
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y se inyecta en el HPLC-UV/Vis. En la Figura 44 se muestra el cromatograma obtenido

del ensayo de extraccion-1.

—— A320nm
— A370nm
—_—  A275nm
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Figura 44. Cromatograma extracto con método de extraccion-1.

En la Figura 44 se observa un gran pico cuando se adquiere a 275 nm, pero no
se identifica el compuesto al que pertenece. A la longitud de onda de 320 nm no se
identifica ninguno de los acidos fendlicos seleccionados, lo mismo ocurre cuando se
adquiere a 370 nm, donde el pico que se obtiene no se corresponde con el espectro ni

de la quercetina ni del kaempferol.

Método extraccion-2: se pesan 2 g de muestra triturada, a la cual se le adicionan
25 mL de EtOH/H,0 (30:70), se lleva la mezcla primero al bafio de ultrasonidos durante
30 min y después a la centrifuga durante 10 min. A continuacién, se extrae el
sobrenadante que se lleva a un vial. Al residuo se le adicionan 20 mL de EtOH/H,0
(30:70) y se vuelve a llevar al bafio de ultrasonidos y a la centrifuga, el mismo tiempo
que antes. Por ultimo, se extrae el sobrenadante que se junta con el anterior, se filtra'y
se trasvasa a un vial para inyectarlo en el HPLC-UV/Vis. En la Figura 45 se muestra el

cromatograma obtenido del ensayo de extraccion-2.

En la Figura 45 se observan dos grandes picos mal separados a la longitud de
onda de 275 nm, que no se identifican. Cuando se adquiere a 320 nm no se identifican
los acidos fendlicos de interés. Por Ultimo, a la longitud de onda de 370 nm no aparece

ningun pico.
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Figura 45. Cromatograma extracto con método de extraccion-2.

+ Método extraccion-3: se toman 10 g de tomate triturado, se le adicionan entre
2,5mL y 5mL de MeOH al 75% segun las distintas pruebas realizadas, se lleva a
agitacién durante 30 min y después 10 min a la centrifuga, por ultimo se extrae el
sobrenadante, se filtra y se pone en un vial para inyectarlo en el HPLC-UV/Vis. También
se probd a aplicar este mismo método poniendo la muestra con la disolucién
extractante 30 min en el bafio de ultrasonidos y después 10 min a la centrifuga. En la
Figura 46 se muestran los cromatogramas obtenidos del ensayo de extraccién-3, con

los dos métodos de agitacion.
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Figura 46. Cromatogramas obtenidos con método de extraccion-3.
En la Figura 46 se muestran los dos cromatogramas obtenidos con los dos
sistemas de agitacién aplicados (magnético y bafio de ultrasonidos) en los que se
observan unos picos muy grandes cuando se adquiere a 275 nm. A 320 nm ninguno de

los picos cromatograficos corresponde a alguno de los acidos fendlicos seleccionados,
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ademas a 370 nm no aparece ningun pico cromatografico. Destacar que el

cromatograma obtenido es el mismo independientemente del sistema de agitacion.

Segun los resultados obtenidos con tomates frescos, no se consiguidé la
extraccién de los compuestos de interés, o bien su concentracién era tan pequeia que
no podian ser detectados con el sistema cromatografico empleado, por lo que se
decidié comprar tomate seco en el supermercado y probar con él un tratamiento de

extraccion.

+ Método extraccion-4: se toman 5g de tomate seco, se adicionan 10 mL de
MeOH con 1% de acido ascérbico, se lleva 15 min al bafio de ultrasonidos y luego
15 min a la centrifuga. Se extrae el sobrenadante, se filtra y se pone en un vial para
inyectarlo en el HPLC-UV/Vis. En la Figura 47 se muestra el cromatograma obtenido del

ensayo de extraccién-4.
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Figura 47. Cromatograma extracto obtenido con método de extraccion-4.

En la Figura 47 se observan dos grandes picos cuando se adquiere a 275 nm, y
ninguno de ellos tiene el espectro del acido cindmico. Cuando se adquiere a 320 nm no
se idéntica ninguno de los dacidos fendlicos seleccionados. Por ultimo, cuando se

adquiere 370 nm no se observa ningun pico cromatografico.

Al igual que en caso de los ensayos de extraccidon con hidrdlisis, también se
hicieron pruebas con tomate desecado, y para ello se utilizaron tomates pera que se
partieron y trituraron con una batidora casera, para después llevarlos a una estufa a

902 C durante 7 dias.

* Método extraccion-5: se toman 5 g de tomate desecado al que se le adicionan
10 mL de MeOH, se lleva 10 min al bafio de ultrasonidos y después 10 min a la

centrifuga. A continuacion, se filtra el sobrenadante y al residuo que queda se le
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adicionan 5 mL de MeOH, para volver a llevar al bano de ultrasonidos durante 10 min.
Por ultimo, se filtra el sobrenadante y se junta en un vial con el primer extracto, para
posteriormente inyectarlo en el HPLC-UV/Vis. En la Figura 48 se muestra el

cromatograma obtenido del ensayo de extraccion-5.
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Figura 48. Cromatograma extracto con método de extraccion-5.

En la Figura 48 se observan dos grades picos cuando se adquiere a 275 nm,
pero no se identifican. A 320 nm no se identifican ninguno de los acidos fendlicos de

interés, y a 370 nm no aparece ningun pico cromatografico.

Visto que con los tomates tanto secos como desecados, tampoco se obtenian
buenos resultados, es decir, la extraccidn e identificacién de los compuestos fendlicos
seleccionados, y siendo que las muestras de tomate rosa de Barbastro estaban
trituradas y congeladas, se probd a tomar una mayor cantidad de muestra y someterla

a extraccion con una mayor cantidad de extractante.

Método extraccion-6: se toman 25mL de tomate triturado, a los que se
adicionan otros 25 mL de MeOH con 1% de acido ascorbico y se lleva a incubacién a
30 oC durante 30 min, y después al ultrasonido durante otros 30 min. A continuacién,
se lleva a la centrifuga durante 15 min a 3.500 rpm. Una vez centrifugado el extracto,
se toma 1 mL del sobrenadante y se coloca en un tubo eppendorf y se vuelve a llevar a
la centrifuga 10 min, en esta ocasion a 13.000 rpm (se utilizé con una centrifuga con
mas potencia para ver si la extraccidon que se obtenia era mayor). Después se filtra el
sobrenadante y se inyecta en el HPLC-UV/Vis. En la Figura 49 se muestra el

cromatograma obtenido del ensayo de extraccion-6.
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Figura 49. Cromatograma extracto obtenido con método de extraccion-6.

L

En la Figura 49 a 275 nm se observan dos grandes picos que no se identifican.
Cuando se adquiere a 320 nm no se identifican los acidos fendlicos seleccionados en
este estudio. Ademads, cuando se adquiere a 370 nm no aparece ningun pico

cromatografico.

Después de probar todos estos métodos de extraccidon y ver que no se
obtenian los resultados esperados, se probd con el método de Vallverdu-Queralt et al.
(2011), que diferia de los anteriores en que en primer lugar la muestra se llevaba a la

centrifuga para eliminar la mayor parte de la fraccidon acuosa del tomate.

Método extraccidon-7: se toman 20 mL de tomate triturado y se llevan a la
centrifuga durante 10 min, transcurrido ese tiempo se elimina el sobrenadante y sobre
el residuo se adicionan 4 mL de MeOH al 70%, se lleva la muestra al bafio de
ultrasonidos durante 10 min y después a la centrifuga durante otros 10 min. Se reserva
el sobrenadante y se vuelve a repetir la extraccion con MeOH sobre el residuo que ha
guedado. Una vez recogidos los dos extractos, se lleva al rotavapor calentando a
35-40 2C y se evapora a sequedad. Una de las pruebas se redisuelve en 1 mL de MeOH
al 70% y la otra en 1 mL de fase mdvil. En la Figura 50 se muestran los cromatogramas

obtenidos del ensayo de extraccidon-7, redisolviendo en fase mdvil y metanol.
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Figura 50. Cromatograma extracto método de extraccion-7.

En la Figura 50, en el cromatograma que corresponde al extracto redisuelto en
fase movil, se puede ver que cuando se adquiere a 275 nm se observa un pico grande
inicial que no se identifica. Mientras que cuando se adquiere a 320 nm soélo se
identifica uno de los acidos fendlicos de interés; el acido caféico. Por ultimo, cuando

se adquiere la longitud de onda a 370 nm no aparece ningun pico cromatografico.

Cuando el extracto se redisuelve en MeOH, se puede observar que a 275 nm
aparece igualmente un pico grande inicial que no se identifica, mientras que cuando se
adquiere a 320 nm se identifican dos de los acidos fendlicos de interés; el acido caféico
y el acido ferulico. Cuando se adquiere a 370 nm aparece un pico a un tiempo de
13 min, pero no se logra identificar ya que su espectro no corresponde ni con el de la

quercetina ni con el del kaempferol.

* Método extraccidon-8: se toman 10 g de tomate triturado y se llevan a la
centrifuga durante 10 min, después de esto se elimina el sobrenadante (fraccién
acuosa) y al residuo se le adicionan 4 mL de EtOH al 80% y se lleva al bafio de
ultrasonidos durante 10 min, a continuacién centrifugar durante 20 min y por ultimo
se evapora a sequedad en rotavapor. Después se redisuelve en 1 mL de MeOH y se
inyecta en el HPLC-UV/Vis. Este mismo método se repite tomando 25 mL de tomate
triturado y adicionando 5 mL de MeOH al 70%. En la Figura 51 se muestran los
cromatogramas obtenidos del ensayo de extraccion-8, con los dos procedimientos

seguidos.
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Figura 51. Cromatograma extracto con método de extraccion-8.

En la Figura 51, el cromatograma que corresponde a la extraccion con EtOH,
se observa que cuando se adquiere a 275 nm aparece un gran pico que no se
identifica, mientras que a 320 nm se pueden identificar dos acidos fendlicos; el acido
caféico y el acido ferulico, por ultimo cuando se adquiere a 370 nm no aparece ningun

pico cromatografico.

En el cromatograma que corresponde a la extraccion con MeOH, sucede
parecido ya que cuando se adquiere a 275 nm aparece un gran pico pero que no se
identifica, pero en este caso a 320 nm se pueden identificar tres acidos fendlicos; el
acido caféico, el acido p-cumadrico y el acido ferilico pero estos dos ultimos se
encuentran solapados, al igual que en el caso de los patrones. Por otra parte, a 370 nm
aparece un pico pero su espectro no corresponde ni al de la quercetina ni al del
kaempferol.

Una vez visto que con este Ultimo procedimiento de extraccién, con metanol,
se identificaban y separaban algunos de los acidos fendlicos seleccionados, se decidio
hacer una ligera modificacién del mismo, trabajando con una extraccidon secuencial en
dos etapas, con el objeto de extraer mayor cantidad de los mismos. Para ello, se
modificé ligeramente el método de extraccidén-8 utilizando MeOH al 70% como
extractante.

* Método extraccion 8-bis: se toman 25 g de muestra de tomate rosa triturado y

se llevan a la centrifuga durante 15 min, transcurrido ese tiempo se elimina el
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sobrenadante y sobre el residuo se adicionan 2,5 mL de MeOH al 70% y se lleva al bafio
de ultrasonidos durante 15 min y después a la centrifuga durante otros 15 minutos. Se
reserva el sobrenadante y se vuelve a repetir la extraccion con 2,5 mL de MeOH al 70%
sobre el residuo que ha quedado, para poder volver a llevarlo al bafio de ultrasonidos
durante 15 min y después otra vez a la centrifuga durante otros 15 min. Se extrae el
nuevo sobrenadante y se junta con el obtenido anteriormente. Por ultimo las dos

extracciones se filtrany se inyecta en el HPLC-UV/Vis.

Sefialar, que con objeto de separar los dos ultimos &cidos fendlicos,
p-cumarico y ferulico, se modificaron ligeramente las condiciones cromatograficas, por
lo que la muestra obtenida del ensayo de extraccion-8bis fue inyectada en las
siguientes condiciones: columna Phenomenex Cig (250 mm x 4,6 mm x5 um) a una
temperatura de 25 2C. Fase movil A: acetonitrilo con tetrahidrofurano al 20% y acido
fosforico al 0,4% (30:70) y Fase mavil B: acetonitrilo con tetrahidrofurano al 4% y acido
fosforico al 0,4% (30:70). Modo isocratico: 100% fase movil A hasta los 8 min y 100%
fase movil B hasta los 20 min, y volver condiciones iniciales. Flujo 1 mL/min. Inyeccidon
50 pL. Adquisicion desde 250-400 nm. En la Figura 52 se muestra el cromatograma
obtenido tras el andlisis de una muestra real de tomate rosa de Barbastro con las

nuevas condiciones cromatograficas tras aplicar procedimiento de extraccion-8bis.
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:
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Figura 52. Cromatograma extracto método de extraccion-8bis muestra tomate rosa.

Tal y como puede verse en la Figura 52, a 320 nm se identifican cuatro de los
acidos fendlicos seleccionados; el primero en aparecer es el acido clorogénico a un
tiempo de 3,84 min, a continuacion aparece el acido caféico a un tiempo de 6,17 min,

después se identifica el acido ferulico a un tiempo de 8,39 min y el ultimo en aparecer
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es el acido p-cumdrico a un tiempo de 9,71 min. Sefalar, que ahora al haber
modificado ligeramente la fase moévil cuando se adquiere a 370 nm no aparece ningun
pico cromatografico como sucedia en los ensayos anteriores, por lo que se decidid
seguir trabajando con estas condiciones nuevas, dado que no se podia identificar de
qué flavonoide se trataba, pero si se conseguian separar el acido p-cumarico y el acido

ferulico.

Ya que se disponia de patrones de compuestos fendlicos, en un principio el
objetivo del proyecto era cuantificar la presencia del acido clorogénico, galico,
cindmico, caféico, p-cumarico y ferulico, asi como de los flavonoides quercetina y
kaempferol. Pero después de realizar todos los métodos de extracciéon con hidrdlisis y
solo extraccidn descritos anteriormente, se comprueba que uUnicamente se logran
identificar cuatro de ellos, que son cuatro de los acidos fendlicos: acido clorogénico,

acido caféico, acido p-cumarico y acido ferulico.

2.3.2. Procedimiento para de la determinacion de polifenoles en
muestras de tomate rosa de Barbastro

El procedimiento para la determinacion de polifenoles en muestras de tomate
rosa consiste en una etapa de doble extraccidon secuencial con MeOH al 70% para
posteriormente identificar y cuantificar cuatro acidos fendlicos mediante HPLC/UV-vis
con detector diode array, en la Figura 53 se muestra el cuadro resumen del método
aplicado.

Centrifuga 10
min

Residuo |:> 2,5mL
) MeOH 70%

12 mL tomate |
triturado

Centrif_uga <::'| Bafio ultrasonidos
(15 min) | (15 min)

Figura 53. Procedimiento de extraccion de polifenoles en tomate.

El procedimiento seguido con todas las muestras de tomate rosa de Barbastro
consiste en los pasos que se describen a continuacion. Se toman 12 g de muestra de

tomate rosa triturado y se llevan a la centrifuga (Fig. 54) durante 15 min.
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Figura 54. Muestra del tomate rosa de Barbastro triturado y la centrifuga.

Transcurrido ese tiempo, se elimina el sobrenadante (fase acuosa) y sobre el
residuo se adicionan 2,5 mL de MeOH al 70% y se lleva al bafio de ultrasonidos durante

15 min y después a la centrifuga durante otros 15 minutos (Figura 55).
b )

Figura 55. Muestra de tomate después haber pasado por la centrifuga.

Se reserva el sobrenadante (Figura 56) y se vuelve a repetir la extraccidén con
2,5 mL de MeOH al 70% sobre el residuo que ha quedado, para poder volver a llevarlo
al bafio de ultrasonidos durante 15 min y después otra vez a la centrifuga durante

otros 15 min.

Figura 56. Viales donde se guarda el sobrenadante.
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Se extrae el nuevo sobrenadante y se junta con el obtenido anteriormente.
Por ultimo, el extracto se filtra y se inyecta en el HPLC-UV/Vis. En la Figura 57 se
muestra el cromatograma de una muestra real de tomate rosa extraida siguiendo el

procedimiento anteriormente descrito.
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Figura 57. Cromatograma dcidos fendlicos muestra tomate rosa de Barbastro.

La cuantificacion de los dacidos fendlicos encontrados en las muestras de
tomate rosa de Barbastro (acido clorogénico, acido caféico, acido ferulico y acido
p-cumarico), se lleva a cabo mediante la preparacién e inyeccién de las
correspondientes curvas de calibrado, con disoluciones patrén de dichos compuestos
en metanol. En la Tabla 12 se muestran los datos de los calibrados preparados. Las

muestras se cuantificardn con estos calibrados.

Tabla 12. Calibrado de los dcidos fendlicos estudiados.

Compuesto rango pendiente ordenada R?
acido clorogénico 0,4-51 pg/g 57645 241681 0,9960
acido caféico 2,5-53 ug/g 71635 58922 0,9947
acido ferulico 0,4-46 ug/g 125682 80054 0,9904
acido p-cumarico 2,4-45 pg/g 95199 81260 0,9994

En la Figura 58 se muestran las curvas de calibracién de cada uno de los

cuatro acidos fendlicos identificados en las muestras de tomate rosa.
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Figura 58. Rectas de calibrado de los dcidos fendlicos seleccionados.

2.4. Determinacion fenoles totales

Una manera de completar el estudio de los polifenoles en el tomate rosa de

Barbastro es determinar el contenido de fenoles totales en los extractos obtenidos de

las muestras de tomate rosa de Barbastro analizadas, con el objeto de comprobar si el
comportamiento que han mostrado los cuatro acidos fendlicos identificados y
cuantificados (clorogénico, caféico, p-cumarico y ferulico), corresponde con el de los

fenoles totales que contienen los tomates.

2.4.1. Determinacion de fenoles totales en el tomate rosa de Barbastro

Los compuestos fendlicos son muy importantes como constituyentes de las
plantas debido a su habilidad para secuestrar radicales libres, que esta relacionada con
la presencia del grupo hidroxilo (Giilgin et al., 2003).

Los fenoles totales se analizan usando el método colorimétrico de
Folin-Ciocalteu (Kaur et al., 2013), con ligeras modificaciones, sobre el extracto
metandlico obtenido para la determinacion de los polifenoles en el tomate rosa de

Barbastro, seguin apartado 2.3 del presente trabajo.

Los compuestos fendlicos se oxidan por el reactivo Folin-Ciocalteu, el cual esta

formado por la mezcla de acido fosfotungstico (H3W1,040) y dcido fosfomolibdico
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(H3PMo01,040) que se reduce, por accién de los fenoles presentes en la muestra, en una
mezcla de éxidos, de color azul, de tungsteno (Wg0y3) y molibdeno (MogO,3). Esta
reaccion es caracteristica para compuestos que tienen un grupo hidroxilo unido a un
anillo de benceno (caso de los compuestos fendlicos). El reactivo Folin-Ciocalteu tiene
una coloraciéon amarilla que en presencia de fenol se torna azul. La intensidad de color
azul se mide espectrofotométricamente a 765 nm. Los resultados se expresan como

equivalentes de acido galico (AG) (Morilla-Ruiz et al., 2012).

El procedimiento analitico aplicado a los extractos de tomate obtenidos para el
analisis de los fenoles totales es el que se describe a continuacién. En la Figura 59 se
muestra un esquema del mismo.

‘ 0,1mL de ‘:’;::, 0,5mL reactivo |::> 2,9MIH;0
F.C.

extracto @
Agitacion 30 s

Bafio ultrasonido
5 min

2ml Na,CO, 20% |:>

30 min en
oscuridad

U

| Cromatdgrafo |

Figura 59. Procedimiento determinacion de fenoles totales en los extractos en metanol.

Se adiciona 0,1 mL del extracto de MeOH al 70% obtenido para el andlisis de
los polifenoles en un tubo de ensayo. A continuacidn, se adicionan 0,5 mL de reactivo
Folin-Ciocalteu 0,2 N y 2,9 mL de agua destilada. Se agita vigorosamente durante 30 sy

se lleva al bafio de ultrasonidos durante 5 min (Figura 60).

Figura 60. Tubos de ensayo con la mezcla para la determinacion de fenoles totales.

Cuando se sacan los tubos del bafio de ultrasonidos, se adicionan 2 mL de

carbonato sédico (Na,COs) al 20%, se agita vigorosamente el tubo y se mantiene en
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oscuridad y a temperatura ambiente durante 30 min. Transcurrido ese tiempo, donde
se desarrolla el complejo azul, se mide la absorbancia en un espectrofotémetro de

absorcién molecular UV/Vis a una longitud de onda de 760 nm (Figura 61).

Figura 61. Viales con el complejo azul ya formado y el espectrofotémetro utilizado.

La cuantificacién de los fenoles totales en los extractos de las muestras se
lleva a cabo mediante la preparacion de la correspondiente curva de calibrado de
acido galico (siguiendo el protocolo anteriormente descrito), dado que los fenoles
totales se expresan como mg acido galico/100 g tomate. En la Tabla 13 se muestran los
datos de los calibrados preparados, en los diferentes dias en los que se analizaron los
fenoles totales. Las muestras se cuantificaran con estos calibrados (segun la fecha en la

que se analicen).

Tabla 13. Calibrado dcido gdlico para la determinacion de fenoles totales.

Compuesto rango pendiente ordenada R?
04-diciembre 0,1446 -0,0170 0,9996
09-diciembre de 39,74 a 0,1450 -0,0055 0,9978
16-diciembre 267,90 mg/L 0,1485 0,0868 0,9761
17-diciembre 0,1489 -0,0146 0,9906

2.5. Determinacion de carotenoides

Las sustancias terpénicas son generalmente lipodfilas, e incluyen a sustancias
no volatiles pigmentadas como son los carotenoides (licopeno, beta-caroteno,
criptoxantina, etc.) y sustancias volatiles como los terpenos que forman parte de las
esencias de los citricos (limoneno, etc.). Los carotenoides son pigmentos responsables
de amarillo y anaranjado de muchas hortalizas y frutas, y son también precursores de
otras sustancias terpenoides que aportan aromas caracteristicos a productos como el

té negro, la frambuesa o el tomate. En relacidon con la salud, los compuestos mas
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estudiados de este grupo de sustancias terpénicas son los carotenoides ya que poseen
actividad antioxidante y neutralizadora de radicales libres que se asocian con ciertas

propiedades beneficiosas (Santos-Buelga et al., 2001).
2.5.1. Extraccion y analisis de carotenoides (licopeno y beta-caroteno)
2.5.1.1. Separacion e identificacion de licopeno y beta-caroteno

La optimizacion de las condiciones cromatograficas para la separacién e
identificacion de licopeno y beta-caroteno, ya fue llevada a cabo en estudios
preliminares en el departamento de Quimica Analitica de la EPSH. Las condiciones
cromatograficas son: cromatégrafo HPLC WATERS 600 PL-EMD-950 con detector
UV/Vis diode array. Columna C;g Phenomenex (250 mm x 4,6 mm x 5 um); fase movil:
acetonitrilo/metanol (0,05 M acetato amonico)/diclorometano (65:20:15) al 0,1% de
BHT, modo isocratico con un flujo de 2 mL/min. Inyeccion 20 uL y adquisiciéon en un
rango de 300 a 600 nm, y cuantificacion de los carotenoides a 470 nm. La identificacidn
de cada uno de los dos carotenoides se llevd a cabo con la inyeccidon del patron
correspondiente de licopeno y beta-caroteno. En la Figura 62 se muestran los
cromatogramas obtenidos tras la inyeccidn de una disolucidn patrén de licopeno y una

disolucién patrén de beta-caroteno.
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Figura 62. Separacion e identificacion del licopeno y beta-caroteno mediante HPLC.

En la Figura 63 se muestran los espectros obtenidos de cada uno de los
patrones seleccionados en el estudio, adquiridos tras separarse en las condiciones

cromatograficas dptimas.
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Figura 63. Espectros de absorcion beta-caroteno y licopeno inyectados en el HPLC.

La identificacidén y cuantificacion, mediante la preparacion e inyeccién de la
correspondiente curva de calibrado, se llevd a cabo con disoluciones patrdn de dichos
compuestos. En la Tabla 14 se muestran los datos relativos a los calibrados

preparados. Las muestras se cuantificaran con estos calibrados.

Tabla 14. Rectas de calibrado de los carotenoides estudiados.

Compuesto rango pendiente ordenada R2
licopeno 10-1100 pg/g 33898 593829 0,9994
beta-caroteno 4-90 pg/g 87112 101454 0,9992

2.5.1.2. Determinacion de licopeno y beta-caroteno en muestras de tomate

Segun bibliografia, existen diferentes métodos para la determinacién de
carotenoides mediante cromatografia liquida HPLC con deteccién UV/Vis (Martinez-
Valverde et al., 2002; Sanchez-Moreno et al., 2003; Sanchez-Moreno et al., 2006; Cucu
et al, 2012). Como ya se ha mencionados en el apartado anterior, para la
determinacién del contenido en carotenoides (licopeno y beta-caroteno) en las
muestras de tomate rosa se procedié segun el protocolo optimizado desde el Dpto. de
Quimica Analitica de la EPS y que se describe a continuacidon. En la Figura 64 se

muestra el cuadro resumen del método aplicado.

| 20 mL hexanc/acotona/otanal

(2:1:2)

50 mL
MNagl 10%

7 & temate
triturado

Evaporar 3 sequedad
rrrrrrr te My

U

Figura 64. Procedimiento de extraccion de carotenoides en tomate.

2 mL hexanofacetonafetanol
(2:1:1)

Radizalver an 1 mL
diclorometano

HPLC- 1
owvie |
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El procedimiento seguido para la extraccién y analisis de licopeno y beta-
caroteno se describe a continuacidén. Se pesan 7 g de tomate triturado en un recipiente
ambar, se adicionan 20 mL de una disolucién hexano/acetona/etanol (2:1:1) y se

somete a agitacién magnética durante 20 min, en condiciones de poca luz (Figura 65).

Figura 65. Condiciones de extraccion del tomate con solucion extractante.

Transcurridos los 20 min de agitacidn, los extractos se trasvasan a un embudo
de decantacion de 100 mL. Se adicionan 50 mL de NaCl al 10% y se agita durante 5 min
para favorecer la separacién de fases. Mientras se agita un embudo, los otros se tapan

con papel de aluminio para evitar reacciones de degradacion por la accién de la luz.
En la Figura 66 se muestran los embudos de decantacion con la separacion de
fases, arriba la fase organica (hexano) que contiene a los carotenoides, de ahi su

coloracién amarilla, y abajo la fase acuosa para su descarte.

Figura 66. Embudos de decantacion para la extraccion liquido/liquido.

Se descarta la fase acuosa (abajo) y se recoge la fase orgdnica en un vial sobre
el que se adicionan 2 g de sulfato de sodio anhidro (Na,S0O4). Los viales con el extracto

organico y el sulfato de sodio afiadido se muestran en la Figura 67.
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Figura 67. Descarte fase acuosa y adicion de sulfato de sodio anhidro fase orgdnica.

La fase organica se trasvasa a tubos de ensayo dmbar, y sobre el sulfato de
sodio que queda en el vial se adicionan 2 mL de solucidn extractante de
hexano/acetona/etanol (2:1:1), a continuacidn se recoge el extracto obtenido y se

junta con la fase orgdanica del tubo ambar (Fig. 68).

Figura 68. Viales dmbar con el trasvase de los dos extractos obtenidos.

Los extractos organicos se evaporan a sequedad en corriente de nitrégeno y
en campana extractora. Por ultimo, el residuo se redisuelve mediante la adicion de

1 mL de diclorometano, controlado gravimétricamente (Figura 69).

Figura 69. Control gravimétrico de la adicion de 1 mL de diclorometano.

Los extractos de las muestras se inyectaron en el cromatégrafo de liquidos

HPLC-UV/Vis. En las Figura 70 se muestra, como ejemplo, un cromatograma obtenido
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de una muestra de tomate rosa sometida a la extraccion e identificacion de

carotenoides.
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Figura 70. Cromatograma de carotenoides muestra de tomate Rosa de Barbastro.

2.6. Determinacion del valor nutricional y funcional del tomate

Una vez determinada la composicidn quimica en antioxidantes naturales en
las diferentes muestras de tomate analizadas en este estudio, tomates rosas
procedentes de Barbastro (Huesca) y Montafiana (Zaragoza), y cultivados tanto en
tuneles como al aire libre, se procedié a caracterizar su valor nutricional y funcional,

destacando aquellos factores pre-cosecha y post-cosecha que pueden maximizarlo.

La caracterizacion del valor nutricional y funcional de las diferentes muestras
de tomate rosa de Barbastro, se ha basado en varios conceptos:
a. En el contenido de los diferentes antioxidantes (acidos fendlicos, fenoles totales y
carotenoides) determinados en las muestras de tomate.
b. En las recomendaciones de ingesta de cada componente para la poblacién
c. Enlas cantidades medias de consumo diario de tomate

d. En la biodisponibilidad de cada uno de los antioxidantes
Este estudio se va a realizar en tres etapas:

1. Anadlisis y comparacién de los datos de composicidn quimica en antioxidantes
para las diferentes muestras, ofrecidos por los analisis quimicos previamente
realizados, para determinar cudles son las condiciones pre-cosecha que consiguen

maximizar el valor nutricional del tomate rosa de Barbastro.
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2. Determinacién de la ingesta probable de cada antioxidante con el consumo
medio diario de tomate, para conocer la capacidad del tomate de cubrir las
recomendaciones de ingesta de estos componentes para la poblacion. La
concentraciéon de cada uno de los componentes se determina mediante las técnicas de
analisis previamente optimizadas, y el consumo medio diario de tomate en Espafia, a
partir de los datos de consumo de hortalizas publicados en las guias espafiolas de
alimentacion saludable. Adicionalmente se va ha realizar una busqueda bibliografica
para conocer las ingestas recomendadas publicadas para cada uno de los compuestos
analizados.

3. Recopilacidn de informacion sobre la biodisponibilidad de los polifenoles y
carotenoides que pueden encontrarse en los tomates para conocer por medio de una
revision bibliografica, qué factores post-cosecha pueden limitar su valor nutricional y

cual es el impacto sobre su composicién quimica.
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3. Resultados y discusion

3.1. Analisis de polifenoles muestras de tomate rosa de Barbastro

Siguiendo la metodologia optimizada en el apartado 2.3.2 para la
determinacion de acidos fendlicos en muestras de tomate, se sometieron a andlisis las
30 muestras de tomate rosa de Barbastro del presente estudio (ver Tabla 11). En la
Tabla 15 se muestran los resultados obtenidos para los cuatro acidos fendlicos
cuantificados, expresados en mg/kg tomate fresco (FW=fresh weight), del valor medio
y la desviacién estandar de los analisis realizados por triplicado para cada una de las

muestras.

Tabla 15. Resultados dcidos fendlicos, expresados en mg/kg tomate (FW), para las
muestras de tomate rosa de Barbastro analizadas.

Acidos fendlicos (tomate rosa de Barbastro)

Ac. clorogénico Ac. caféico Ac. ferdlico Ac. p-cumdrico

mg/kg 3 mg/kg 3 mg/kg S mg/kg 3

TR1 7,80 3,00 4,57 0,55 3,91 0,56 2,86 1,64
TR2 7,15 5,62 2,62 1,19 0,08 0,05 2,17 0,77
TR3 18,95 6,47 7,79 3,46 0,64 0,50 3,90 077
TR4 13,63 1,85 4,56 2,08 0,05 = 5,72 2,00
TR5 11,26 2,36 4,48 2,60 1,65 0,39 0,59 0,36
TR6 22,41 7,11 15,32 2,11 2,06 0,41 14,04 2,09
TR7 9,02 1,14 7,43 1,91 0,82 0,26 3,03 067
TR8 20,52 4,85 9,54 1,41 1,10 0,09 6,21 1,21
TR9 37,26 2,44 10,74 2,51 2,50 0,69 6,75 1,55
TR10 26,59 8,33 6,72 2,02 0,57 0,03 8,06 3,87
TR11 21,64 3,38 2,94 0,33 0,55 = 6,12 2,39
TR12 25,77 2,88 1,72 0,16 0,20 = 7,50 0,89

TR13 5,89 0,93 1,11 0,22 0,76 0,06 2,84 0,10
TR14 23,02 2,30 2,98 0,20 0,71 0,42 3,82 0,94
TR15 10,96 1,99 1,16 0,24 0,50 = 6,16 1,12
TR16 23,02 4,44 4,70 1,64 0,35 0,10 2,31 0,40
TR17 9,50 2,86 4,44 1,77 1,24 0,56 4,07 1,36
TR18 11,32 1,28 4,93 1,03 2,42 0,08 3,03 0,44
TR19 19,33 3,17 6,88 0,56 0,23 0,03 9,99 0,38
TR20 13,02 1,93 5,67 0,88 0,40 0,15 4,86 0,18
TR21 24,34 2,25 6,27 2,15 0,25 = 9,04 3,69

85



Caracterizacion antioxidantes en el tomate rosa de Barbastro

TR22 14,48 4,16 10,37 5,21 0,48 0,24 7,48 0,92
TR23 20,12 1,28 4,25 0,69 0,91 = 7,27 0,55
TR24 22,88 1,99 11,95 0,32 0,81 0,79 8,94 1,15
TR25 15,51 1,22 9,73 1,04 3,41 0,66 6,62 0,64
TR26 17,78 2,07 10,68 1,16 4,26 0,38 3,86 1,03
TR27 17,15 1,58 6,04 0,98 1,20 0,10 9,01 0,59
TR28 37,07 3,86 17,36 0,50 2,03 0,15 8,25 0,37
TR29 20,97 2,70 11,30 1,87 1,27 0,63 6,77 0,71
TR30 20,73 4,99 7,27 0,81 3,10 0,53 8,50 1,07

Acidos fendlicos (tomate Caramba)

(%)

mg/kg 5 mg/kg 5 mg/kg 5 mg/kg
TC31 1528 2,16 | 3,07 0,77 | 1,50 0,12 nd -
TC32 17,80 2,15 | 578 0,51 2,22 0,28 nd -
TC33 1823 1,65 | 420 083 | 2,62 0,15 nd -
TC34 1395 1,69 | 3,38 048 | 1,95 0,21 nd -

s = desviacion estdndar; nd = no detectado.

Lo primero a destacar de los resultados obtenidos, que se muestran en la
tabla anterior, es que en todas las muestras de tomate rosa de Barbastro, tanto las
cultivadas en la parcela de Montafiana como en la parcela de Barbastro asi como para
las dos condiciones de cultivo (tunel y aire libre), se identifican y cuantifican los cuatro
acidos fenodlicos seleccionados. Mientras que, en todas las muestras de tomate
variedad Caramba (control), cultivadas tanto en la parcela de Montafiana como en la
de Barbastro y sélo en condiciones de tunel de plastico, sélo se cuantifican tres de los
acidos fendlicos (clorogénico, caféico y ferulico), pero no se identifica en ninguin caso el
acido p-cumdrico.

Con objeto de poder discutir los resultados de la cuantificacién de los acidos
fendlicos en las muestras de tomate rosa de Barbastro analizadas, dado que se
hicieron réplicas de campo (en Barbastro 3 réplicas y en Montaia 1 réplica), en la
Tabla 16 se muestran los valores medios obtenidos para los cuatro acidos fendlicos
cuantificados (clorogénico, caféico, ferulico y p-cumarico) de las réplicas de campo
(3 en Barbastro y 1 en Montafiana) para las 4 lineas estudiadas (lineas 1, 7, 8 y 11), en
los 2 ambientes de cultivo (tunel de plastico y aire libre) y en las dos parcelas de cultivo

(Barbastro y Montafiana).
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Tabla 16. Resultados medios de la suma de dcidos fendlicos (mg/kg) para las cuatro
lineas de tomate rosa de Barbastro en los dos cultivos y dos parcelas estudiados, y para
la muestra de tomate control.

Ac. clorogénico  Ac. caféico ‘ Ac. ferulico Ac. p-cumarico

Barbastro (tunel)

mg/kg s mg/kg s mg/kg s mg/kg S

media linea 1 9,54 1,76 4,65 0,25 2,53 1,34 3,32 0,66
media linea 7 13,16 609 | 506 220| 0,24 016 | 5,67 3,97
media linea 8 19,26 494 | 815 207 | 046 020 | 6,81 2,64
media linea 11 18,88 4,75 | 692 436| 059 047 | 7,31 1,61

control Caramba 16,66 2,36 4,45 1,22 2,27 0,34 | 23,38 3,56

Barbastro (aire libre)

media linea 1 14,85 331 | 830 334| 311 1,33| 3,69 3,02
media linea 7 18,14 3,72 9,89 6,56 2,12 0,61 8,91 3,55
media linea 8 22,35 14,08 | 12,03 500 | 1,37 061 | 6,02 2,69
media linea 11 21,20 0,15 961 1,61 1,86 1,41 6,91 1,62
Montafana (tunel)

media linea 1 5,89 093 | 1,11 022| 0,76 0,06 | 284 0,10
media linea 7 23,02 2,30 298 020 0,71 0,42 3,82 0,94
media linea 8 10,96 1,99 | 1,16 024 | 0,50 - 6,16 1,12
media linea 11 23,02 4,44 4,70 1,64 0,35 0,10 2,31 0,40

control Caramba 15,28 2,16 | 3,07 0,77 150 024 | 19,84 3,09

Montafana (aire libre)

media linea 1 37,26 2,44 | 10,74 251 | 2,50 069 | 6,75 1,55
media linea 7 26,59 8,33 6,72 202| 057 003| 8,06 3,87
media linea 8 21,64 338 | 294 033| 0,55 = 6,12 2,39
media linea 11 25,77 2,88 1,72 0,16 | 0,20 = 7,50 0,89

Los resultados obtenidos de la cuantificacién de los acidos fendlicos
identificados en las muestras de tomate rosa de Barbastro muestran que, en el caso
del acido clorogénico el rango de concentraciones encontrado va desde los 9,5 a los
37,3 mg/kg tomate fresco. Sefialar que para la discusion de los resultados, todos los
datos que se mencionan estan referidos a peso de muestra fresca (FW), igual que los

obtenidos en este proyecto.

Martinez-Valverde et al., 2002; llevaron a cabo un estudio completo de
diferentes variedades de tomate cultivadas en Espafia y encontraron concentraciones

de 4cido clorogénico desde los 14,3 mg/kg para la variedad Pera hasta los 32,8 mg/kg
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de la variedad Senior. Raffo et al., 2006; tras el analisis de tomate de la variedad
Pomodoro di Pachino encontraron valores de acido clorogénico comprendidos entre
los 26,7 y 54,4 mg/kg. Por otro lado, Slimestad et al., 2009; en su articulo de revision,
reportan valores medios de acido clorogénico de 14,7; 27,9 y 32,8 mg/kg para las
variedades espafiolas de tomate Daniella, Rambo y Liso, respectivamente. Bravo-Lozar,
2012; para la variedad de tomate Pera encuentra un valor medio de acido clorogénico
de 28,7 mg/kg. Mientras que Garcia-Valverde et al., 2013; para las variedades de
tomates Ronaldo, Pera y Cherry Pera encontraron valores de acido clorogénico de

16,8; 17,7 y 29,3 mg/kg, respectivamente.

Por otro lado, estudios realizados por Vallverdu-Queralt et al., 2012; sobre
tomates ecoldgicos y convencionales de la variedad Daniella mostraron valores de
acido clorogénico de 36,9 mg/kg para tomates convencionales y de 57,0 mg/kg para
tomates ecoldgicos. Continuando los estudios de comparaciéon entre tomates
ecoldgicos y convencionales Hallman et al., 2013; hallaron valores medios de acido
clorogénico de 24,9 mg/kg para tomates ecoldgicos y 19,3 mg/kg para aquellos

provenientes de cultivo no ecolégico, llevados a cabo sobre tomate variedad Rumba.

Como se puede observar, existe una variacién en los valores de acido
clorogénico cuantificados segun las variedades de tomate estudiadas y las condiciones
de cultivo atendiendo a si son ecoldgicos o convencionales, si bien el rango de

concentracion encontrado para el tomate rosa de Barbastro se encuentra dentro de

los valores esperables para este ultimo tipo de tomates. Siendo, en todos los casos

revisados bibliograficamente, el 3acido fendlico que se encuentra en mayor

concentracion.

En el caso del acido caféico el rango de concentraciones encontrado en el
tomate rosa de Barbastro, va desde los 1,1 a los 12,0 mg/kg tomate fresco. Martinez-
Valverde et al., 2002; encontraron concentraciones de &acido caféico desde los
1,4 mg/kg para la variedad Senior hasta los 13,0 mg/kg de la variedad Ramillete.
Slimestad et al., 2009; en su articulo de revisién, reportan valores medios de acido
caféico de 5,9; 2,6 y 1,4 mg/kg para las variedades espafiolas de tomate Daniella,
Rambo y Liso, respectivamente. En otro estudio, llevado a cabo por Jakob et al., 2010;

para el tomate variedad Pera reportan valores para el acido caféico de 0,3 mg/kg.
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Mientras que Bravo-Lozar, 2012; para esta misma variedad no detecta acido caféico.
Garcia-Valverde et al., 2013; muestran que sélo en la variedad Pera cuantifican el
acido caféico (2,8 mg/kg), mientras que en el resto de variedades estudiadas (Ronaldo,
Zoco y Cherry) no se pudo detectar. Todos estos estudios han sido llevados a cabo
sobre tomates obtenidos por cultivo convencional, como es nuestro caso, y puede
verse que los valores obtenidos para el tomate rosa de Barbastro se encuentran en los

rangos identificados en otras variedades de tomate. Es mas, en general, los valores

encontrados de acido caféico en esta variedad son mayores gue los cuantificados en

otras variedades de tomate estudiadas, sobre todo cuando se cultiva al aire libre.

Por otro lado, estudios realizados por Vallverdu-Queralt et al., 2012; donde se
comparan tomates convencionales y ecoldgicos de la variedad Daniella, encuentran
valores medios de 4acido caféico de 22,9 mg/kg para cultivo convencional y de
41,7 mg/kg en el caso de tomates cultivados de manera ecolégica. Se puede observar
que los valores obtenidos de acido caféico son mayores cuando se cultiva el tomate de
forma ecoldgica, si bien estudios realizados por Hallman et al., 2013; sobre la variedad
de tomate Rumba cultivado en condiciones convencionales y ecoldégicas no muestran
cantidades detectables de acido caféico. Lo cual pone de manifiesto, como ya se ha
comentado en el parrafo anterior, que los rangos de concentracidn de acido caféico

dependen principalmente de la variedad de tomate estudiada.

Los resultados obtenidos en el caso del acido ferulico, muestran que el rango
de concentraciones varia desde los 0,2 a los 3,1 mg/kg tomate fresco. Martinez-
Valverde et al., 2002; encontraron valores de acido ferulico que oscilaban desde los
1,6 mg/kg para la variedad Liso hasta los 5,4 mg/kg para la variedad Durina. Slimestad
et al., 2009; en su articulo de revision, reportan valores medios de acido ferulico de
3,0; 1,9y 1,6 mg/kg para las variedades espafiolas de tomate Daniella, Rambo y Liso,
respectivamente. Jacob et al., 2010; encuentran valores medios de acido ferulico de
0,4 mg/kg para la variedad de tomate Pera. En el trabajo realizado por Bravo-Lozar,
2012; para la variedad de tomate Pera obtiene un valor medio de 1,2 mg/kg. En
estudios realizados por Garcia-Valverde et al., 2013; al igual que en caso del acido

caféico, de las cuatro variedades estudiadas, sélo cuantificaron acido ferulico en una
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de ellas, aunque en este caso, la concentracion media encontrada fue de 0,9 mg/kg en

la variedad Cherry.

Después de la revisidn bibliografica puede decirse que los valores obtenidos

de acido ferulico para el tomate rosa de Barbastro, se encuentran dentro de los rangos

obtenidos para las otras variedades de tomate estudiadas.

En el caso del acido p-cumarico, en el tomate rosa de Barbastro, su rango de
concentraciones se encuentra comprendido entre los 2,3 y los 8,9 mg/kg tomate
fresco. Sefialar, que en este acido fendlico las concentraciones encontradas en el
tomate control variedad Caramba son mayores que en el tomate rosa de Barbastro
con valores medios de 19,8 mg/kg y 23,4 mg/kg. Este comportamiento no sucede con
los otros tres acidos fendlicos estudiados, donde los valores cuantificados en el tomate
Caramba se encuentran dentro del rango de concentraciones obtenidas para el tomate

rosa de Barbastro.

Martinez-Valverde et al., 2002; no cuantificaron el acido p-cumadrico para las
variedades Liso y Ramillete, y encontraron valores medios desde los 1,1 mg/kg en la
variedad Rambo hasta los 5,8 mg/kg en la variedad Daniella. Jacob et al., 2010;
reportan valores medios de acido p-cumarico de 1,3 mg/kg para la variedad de tomate
Pera. Bravo-Lozar, 2012; para esta misma variedad de tomate no detecta acido p-
cumadrico. Estudios realizados por Vallverdu-Queralt et al., 2012, muestran que la
variedad de tomate Daniella presenta valores medios de acido p-cumarico que varian
desde los 20,6 mg/kg cuando es cultivado de manera convencional hasta los

34,2 mg/kg cuando es cultivado de forma ecoldgica.

Al igual que en el caso anterior, los datos que se obtienen para el acido

p-cumarico para el tomate rosa de Barbastro, se encuentran dentro del rango de los

valores obtenidos en otros estudios para diferentes variedades.

A partir de los resultados, comentados y discutidos, para los cuatro acido
fendlicos se puede decir que los valores medios encontrados en el tomate rosa de
Barbastro se encuentran dentro de los rangos estudiados y encontrados para otras
variedades de tomate, lo cual permite caracterizarlo, cosa que hasta el momento no se

habia realizado.
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Una vez comentados los resultados obtenidos de los acidos fendlicos
cuantificados, en las muestras de tomate rosa de Barbastro, el siguiente paso que
completa este estudio es evaluar la influencia de la linea seleccionada de tomate, las
condiciones de cultivo (tunel y aire libre) y la parcela de cultivo (Barbastro y
Montafiana). La Tabla 17 muestra los resultados obtenidos, expresados como suma de
los cuatro acidos fendlicos seleccionados, agrupados segun las lineas de variedad, las

condiciones de cultivo y la parcela de cultivo.

Tabla 17. Resultados medios de la suma de dcidos fendlicos (mg/kg) segun lineas de
tomate rosa de Barbastro, en los dos cultivos y dos parcelas estudiados, y para la
muestra de tomate control.

Suma acidos fenolicos cuantificados

Barbastro (tunel) Barbastro (aire libre)

mg/kg s mg/kg s
media linea 1 20,03 1,45 media linea 1 25,68 8,14
media linea 7 24,11 12,23 media linea 7 43,62 14,44
media linea 8 34,61 4,51 media linea 8 41,77 22,24
media linea 11 33,48 10,42 media linea 11 38,48 1,57
media Caramba 23,38 3,56
Montafiana (tunel) Montariana (aire libre)

mg/kg s mg/kg s
media linea 1 10,61 1,19 media linea 1 57,26 6,59
media linea 7 30,30 2,75 media linea 7 41,93 13,94
media linea 8 18,45 2,67 media linea 8 30,88 2,73
media linea 11 30,26 5,45 media linea 11 35,06 3,64
media Caramba 19,84 3,09

En la Figura 71 se muestran conjuntamente los resultados obtenidos en las
muestras de tomate rosa de Barbastro cultivadas en la parcela de Barbastro en

condiciones de tunel de plastico y aire libre.
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Figura 71. Resultados suma dcidos fendlicos en muestras de tomate cultivadas en
Barbastro al aire libre y en tunel invernadero.

Comparando los resultados que se muestran en la grafica anterior, en la
parcela de Barbastro, se puede decir que la cantidad de acidos fendlicos
cuantificados, expresado como la suma de los acidos fendlicos seleccionados, es
mayor cuando se cultivan al aire libre que cuando se hace en tunel de plastico. En las
cuatro lineas de tomate estudiadas sucede lo mismo, la linea 7 es la que presenta la
mayor diferencia y la linea 11 la que presenta menor diferencia, segun el tipo de
cultivo (tunel de plastico o aire libre). Los datos obtenidos para la variedad de control
Caramba muestran unos valores intermedios, en comparacion con las cuatro lineas de

tomate rosa de Barbastro cultivadas en tunel de plastico.

Es importante seiialar, que tal y como se puede apreciar en la Figura 71, las
desviaciones estandar de los valores medios son bastante grandes, en comparacién
con las desviaciones de los analisis individuales (triplicados) que se muestran en la
Tabla 16, esto es principalmente debido a que en el caso de la parcela de Barbastro se
tomaron tres réplicas de campo de las muestras de tomate de cada linea, y que si bien
se preparan a partir de 5 frutos triturados y homogenizados, estas réplicas de campo
son sacadas de plantares diferentes, lo que hace que aumente la heterogeneidad de

las muestras y que se manifiesta claramente en las desviaciones estandar obtenidas.

Estos resultados son los esperables, dado que los polifenoles estan dentro del
grupo de sustancias denominadas bioactivas, que las plantas sintetizan para usarlas

como defensa frente al medio en el que crecen, por lo que es légico que la cantidad de
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polifenoles en las plantas cultivadas al aire libre presenten mayor cantidad que las

cultivadas en tunel de plastico.

En la Figura 72 se muestran conjuntamente los resultados obtenidos en las
muestras de tomate rosa de Barbastro cultivadas en la parcela de Montafiana en

condiciones de tunel de plastico y aire libre.
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Figura 72. Resultados suma dcidos fendlicos en muestras de tomate cultivadas en
Montafana al aire libre y en tunel invernadero.

Al igual que en el caso anterior, en la parcela de Montafiana, las cuatro lineas
estudiadas presentan una mayor cantidad de acidos fendlicos cuando son cultivadas
al aire libre que cuando lo hacen en tunel de plastico. En este caso, es la linea 1 la que
presenta la mayor diferencia vy, al igual que en la parcela de Barbastro, es la linea 11 Ia
que presenta menor diferencia, segun el tipo de cultivo (aire libre frente a tunel de
plastico). Por otro lado, al igual que en la parcela de Barbastro, la variedad de tomate
Caramba, presenta unos valores intermedios en comparacién con las cuatro lineas de

tomate rosa de Barbastro cultivadas en tunel de plastico.

En la parcela de Montafiana se observa el mismo comportamiento de los
polifenoles como sustancias bioactivas, es decir, presentan mayor cantidad aquellas
plantas que se han cultivado al aire libre porque tienen que defenderse del medio que

les rodea, mas agresivo que el del tunel de plastico.

Finalmente, en la Figura 73 se muestra la comparacion de los resultados
obtenidos en las dos parcelas de cultivo y en las dos condiciones (aire libre y tunel de
plastico), con objeto de discutir la influencia de la parcela de cultivo en el contenido de

acidos fendlicos.
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Figura 73. Resultados suma dcidos fendlicos en muestras de tomate cultivadas en las
dos parcelas y las dos condiciones de cultivo.

Si se comparan los resultados obtenidos, que aparecen en la Figura 73, se
puede ver que salvo en el caso de la linea 1, en el resto de lineas (7, 8 y 11) es mayor el
contenido de acidos fendlicos cuando se cultivan en la parcela de Barbastro que en la
de Montafana. Donde es mayor la diferencia, en el contenido en acidos fendlicos, es

en el linea 8, y donde se obtienen valores similares es en la linea 11.

Como ya se ha mencionado en el apartado Experimental, el estudio de los
acidos fendlicos presentes en el tomate rosa de Barbastro se complementd con la
determinacién de los fenoles totales, con objeto de comparar si el comportamiento

era el mismo o similar.

3.2. Analisis de fenoles totales muestras tomate rosa de Barbastro

Siguiendo la metodologia descrita en el apartado 2.4.1 para la determinacién
de fenoles totales en muestras de tomate, se han sometido a analisis las 30 muestras

de tomate rosa de Barbastro del presente estudio.

En la Tabla 18 se muestran los resultados obtenidos, expresados en mg acido
galico (AG)/kg tomate, del valor medio y la desviacién estandar de los analisis

realizados por triplicado de cada una de las muestras.
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Tabla 18. Contenido en fenoles totales, expresados en mg AG/kg tomate, para las
muestras de tomate rosa de Barbastro analizadas.

Fenoles totales (tomate rosa de Barbastro)

mg AG/kg s mg AG/kg s
TR1 94,50 22,56 TR16 121,33 29,49
TR2 59,60 27,31 TR17 92,80 18,97
TR3 120,90 34,10 TR18 88,71 4,45
TR4 73,52 31,06 TR19 108,28 21,26
TR5 116,95 50,81 TR20 91,98 22,24
TR6 159,99 59,95 TR21 102,46 30,95
TR7 125,19 45,43 TR22 102,46 22,23
TR8 128,95 32,03 TR23 93,07 21,27
TR9 175,42 55,31 TR24 140,33 46,26
TR10 126,65 21,98 TR25 209,96 28,11
TR11 123,61 20,80 TR26 164,24 17,11
TR12 142,29 50,34 TR27 129,41 18,18
TR13 95,73 15,42 TR28 181,61 26,69
TR14 76,31 18,91 TR29 149,94 7,74
TR15 84,15 20,07 TR30 134,89 16,75

mg AG/kg s mg AG/kg s
TC31 66,71 20,91 TC33 97,61 17,27
TC32 86,25 8,87

Se puede observar que los resultados de fenoles totales varian desde los
59,6 mg AG/kg a los 210,0 mg AG/kg tomate fresco. En general, los tomates rosa de
Barbastro estudiados presentan valores bajos de fenoles totales si se comparan con
datos bibliograficos. Estudios llevados a cabo por Zapata et al., 2007; realizados sobre
la variedad de tomate Alma muestran unos resultados de fenoles totales que van
desde los 143,7 hasta 189,1 mg AG/kg. Toor et al., 2006; estudiaron tres variedades de
tomate (Excell, Tradino y Flavourine) encontrando valores de fenoles totales que
varian desde los 157,0 hasta los 201,4 mg AG/kg. Bravo-Lozar, 2012; para la variedad
Pera reporté valores medios de fenoles totales de 145,7 mg AG/kg. Garcia-Valverde et
al., 2013; encuentran valores que van desde los 186,9 mg AG/kg para la variedad
Ronaldo (poco maduro) hasta los 558,6 mg AG/kg en la variedad Cherry Pera (muy

maduro); Hallman et al., 2013; cuantifican valores medios de 453,5 mg AG/kg para
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tomates cultivados de forma convencional y 517,4 mg AG/kg para tomates ecoldgicos
y por ultimo Kaur et al., 2013; estudiaron variedades de tomate cultivadas en la India y
presentan valores de fenoles totales que van desde los 263,4 mg AG/kg hasta los

1419,8 mg AG/kg.

La revisidon bibliografica realizada también permite destacar que se han
encontrado trabajos donde las muestras de tomate eran sofritos o pasta de tomate
gue han sido centrifugadas para eliminar la fraccidon acuosa, como se ha hecho en el
presente trabajo, y sobre el residuo se ha realizado la extraccidon de los polifenoles,
para luego determinar el contenido total de fenoles. En estas condiciones, Jacob et al.,
2010; estudiaron pasta de tomate y encontraron valores de fenoles totales que van
desde los 23,0 mg AG/kg hasta los 234,0 mg AG/kg y Vallverdu-Queralt et al., 2013;
encuentran valores para sofritos espafioles que van desde los 132,0 mg AG/kg hasta

los 202,3 mg AG/kg. Los tomates rosa de Barbastro muestran valores de fenoles

totales que se encuentran dentro de estos rangos.

Al igual que en el caso de los polifenoles, los resultados de los fenoles totales
se muestran en la Tabla 19 en funcidn de la linea de tomate (media de las réplicas de

campo), de las condiciones de cultivo y de la parcela.

Tabla 19. Resultados medios de los fenoles totales (mg AG/kg) segun las lineas de
tomate, en los dos cultivos y dos parcelas estudiados.

Fenoles totales

Barbastro (tunel) Barbastro (aire libre)

mg/kg s mg/kg s
media linea 1 92,00 2,98 media linea 1 163,72 46,51
media linea 7 86,62 24,78 media linea 7 144,70 21,62
media linea 8 120,82 18,32 media linea 8 152,25 28,28
media linea 11 102,31 34,35 media linea 11 131,92 4,20
media Caramba 91,93 8,04
Montafana (tunel) Montanana (aire libre)

mg/kg s mg/kg s
media linea 1 95,73 15,42 media linea 1 175,42 55,31
media linea 7 76,31 18,91 media linea 7 126,64 21,98
media linea 8 84,15 20,07 media linea 8 123,61 20,08
media linea 11 121,33 29,49 media linea 11 142,29 50,34
media Caramba 66,71 20,91
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Los resultados (valores medios) obtenidos de la cuantificacion de los fenoles
totales en las cuatro lineas de tomate rosa de Barbastro, muestran unos valores que

varian desde los 76,3 mg AG/kg a los 175,4 mg AG/kg tomate fresco.

En la Figura 74 se muestran los resultados del contenido en fenoles totales de
las lineas de tomate estudiadas, para la comparacion de los resultados obtenidos

segun la parcela de cultivo y las dos condiciones de cultivo (aire libre y tunel plastico).
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Figura 74. Fenoles totales segun linea de cultivo, ambiente y parcela.

Segun los resultados que se muestran en la Figura 74 se puede ver que para
las cuatro lineas de tomate estudiadas, tanto en la parcela de Barbastro como en la
parcela de Montaiia, la cantidad de fenoles totales, expresados como mg acido
galico/kg tomate fresco, es mayor cuando se cultivan al aire libre que cuando se hace
en tunel de plastico. En ambas parcelas de cultivo, la linea 1 es la que presenta mayor
diferencia en el contenido en fenoles totales y la linea 11 la que presente menor
diferencia, si se cultivan al aire libre frente al cultivo en tunel de plastico. Este
comportamiento es el mismo que se observa para la suma de los acidos fenélicos
cuantificados, salvo para el caso de la parcela de Barbastro donde la mayor diferencia

se aprecia en la linea 1.

Los datos obtenidos para la variedad de control Caramba muestran valores
relativamente menores, en comparacién con las cuatro lineas de tomate rosa de

Barbastro cultivadas en tunel de plastico.

En la Figura 75 se muestran de manera conjunta, y a modo resumen, los

resultados obtenidos de acidos fendlicos (como suma de los cuatro acidos fendlicos
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cuantificados) y de fenoles totales, en las cuatro lineas de tomate rosa de Barbastro,

para las dos parcelas y ambientes de cultivo.

Comparacién acidos fendlicos vs. fenoles totales
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Figura 75. Acidos fendlicos y fenoles totales segtin linea de cultivo, ambiente y parcela.

En la Figura 75 se observa la misma tendencia en los acidos fendlicos y en
fenoles totales, es decir, los dos se encuentran en mayor cantidad cuando los tomates
se cultivan al aire libre que cuando se hace en tunel de plastico, y sucede tanto en la

parcela de Barbastro como en la de Montaiiana.

Si se calculan las diferencias entre fenoles totales y suma de acidos fendlicos
se observa que la mayor diferencia se encuentra en la linea 1 cuando es cultivada en
Barbastro al aire libre y la menor diferencia aparece en la linea 7 cuando se cultiva en
Montafiana en tunel invernadero. En la linea 8 se observa que la mayor diferencia se
encuentra cuando se cultiva en Barbastro al aire libre y por ultimo en la linea 11 la
mayor diferencia entre fenoles totales y suma de acidos fendlicos se encuentra cuando

es cultivada en Montanana al aire libre. En todos los casos, las mayores diferencias

entre fenoles totales y suma de acidos fendlicos se encuentran en las lineas cultivadas

al aire libre que en las cultivadas en lineas de plastico.

3.3. Analisis de carotenoides en muestras tomate rosa de Barbastro

Siguiendo la metodologia descrita en el apartado 2.5.1 para la determinacion
de licopeno y beta-caroteno en muestras de tomate, se sometieron a andlisis las
30 muestras de tomate rosa de Barbastro del presente estudio, asi como las muestras

control de tomate Caramba. En la Tabla 20 se muestran los resultados obtenidos,
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expresados en mg/kg tomate fresco, del valor medio y la desviacidn estandar de los

analisis realizados por triplicado de cada una de las muestras.

Tabla 20. Resultados licopeno y beta-caroteno, expresados en mg/kg tomate (FW).

Carotenoides (tomate rosa Barbastro)

Licopeno Beta-caroteno
mg/kg s mg/kg s mg/kg S mg/kg S
TR1 16,12 (0,15 | TR16 37,37 12,69 | TR1 2,73 048 |TR16 1,37 0,21
TR2 36,59 3,81 | TR17 43,76 - TR2 2,35 021 | TR17 3,88 -
TR3 71,01 46,66 | TR18 38,19 - TR3 3,24 086 | TR18 3,60 -
TR4 32,76 11,33 | TR19 20,00 - TR4 2,45 025 | TR19 2,09 -
TR 69,44 17,97 | TR20 48,53 - TR5 512 053 |TR20 1,93 -

TR6 37,81 1842 | TR21 33,58 4,84 | TR6 3,50 0,71 |TR21 2,10 0,33
TR7 77,18 24,12 | TR22 57,57 11,43 | TR7 4,66 094 |TR22 3,11 081
TR8 56,54 6,78 | TR23 59,14 15,71 | TR8 4,88 027 |TR23 2,88 027
TR9 60,80 0,45 | TR24 65,52 8,09 | TR9 4,57 034 |TR24 3,48 0,09
TR10 55,79 3,83 | TR25 65,10 1345|TR10 3,91 060 |TR25 7,83 0,31
TR11 54,35 566 |TR26 3544 8§80 | TR11 2,85 1,12 |TR26 6,29 0,83
TR12 58,96 575 |TR27 20,25 5,73 |TR12 2,77 011 |TR27 4,32 075
TR13 43,00 206 |TR28 21,79 3,55 |TR13 2,04 0,17|TR28 4,09 0,55
TR14 37,12 2,36 | TR29 43,83 268 |TR14 1,37 022 |TR29 4,56 016
TR15 64,95 524 |TR30 16,34 6,38 |TR15 2,80 0,09 | TR30 3,86 0,65

Carotenoides (tomate Caramba)

Licopeno Beta-caroteno

mg/kg s mg/kg s mg/kg S mg/kg S

TC31 21,91 027 |TC32 29,70 1403 |TC31 2,24 008 |TC32 3,63 1,24

Se puede observar que los resultados obtenidos al cuantificar el licopeno en
las muestras de tomate rosa varian desde los 16,1 mg/kg a los 77,2 mg/kg tomate
fresco. En el caso del beta-caroteno los resultados obtenidos varian desde los

1,4 mg/kg hasta los 7,4 mg/kg tomate fresco.

Segun bibliografia consultada, existe una gran variabilidad en la cantidad de
licopeno presente en los tomates ya que depende, entre otros pardmetros, de la
intensidad luminica, factores agrondmicos, etc. de las variedades estudiadas. La
concentracidn final de licopeno se ve influenciada por la disponibilidad de agua, siendo
la escasez de ésta la que puede producir un aumento en el contenido de este

carotenoide (Dumas et al., 2003, Mahajan & Singh, 2006; Favati et al., 2009). Ademas,
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la disponibilidad de nutrientes en el sustrato también parece poder regular el
contenido en carotenoides como el licopeno. La presencia de potasio (K) y fosforo (P)
parecen estar involucrados en un aumento del contenido de licopeno, mientras que el
nitrégeno (N), por el contrario, parece influir de manera negativa en la concentracién
del mismo, hecho relacionado con el aumento del follaje por un incremento de la
disponibilidad de N, que permite una menor incidencia de la luz sobre el fruto (Dorais

etal., 2008)

Por su parte, la cantidad de beta-caroteno esta influenciada por el tipo de
suelo, clima, variedad y tipo de almacenamiento (Monsalve et al., 2007). Asi como, por

el estado de maduracién del fruto (Luna-Guevara et al., 2014).

Abushita et al., 2000; estudiaron veintisiete variedades de tomate distintas y
encontraron valores medios para el licopeno que variaban desde los 51,4 mg/kg en la
variedad Pollux hasta los 116,1 mg/kg en la variedad Jovanna. Los resultados obtenidos
para el beta-caroteno oscilaron desde los 2,3 mg/kg para la variedad Tenger hasta los
6,2 mg/kg para la variedad Monika. En el estudio llevado a cabo por Periago et al.,
2001; se obtuvieron datos de ocho variedades distintas cuyos valores de licopeno
oscilaban entre los 17,7 mg/kg para la variedad Liso y los 61,1 mg/kg para la variedad
Durina. Practicamente idénticos resultados se obtienen en el estudio realizado por
Martinez-Valverde et al., 2002; donde trabajaron con nueve variedades de tomate, y
obtienen valores medios de licopeno que varian entre los 18,6 mg/kg para la variedad
Liso hasta los 65,0 mg/kg para la variedad Durina. Candelas-Cadillo et al., 2005;
reportaron valores medios para el licopeno de 45,9 mg/kg y para el beta-caroteno de
1,17 mg/kg en muestras de tomate Bola. Zapata et al., 2007; estudiaron la variedad de
tomate Alma y encontraron valores medios para el licopeno de 49,2 mg/kg y para el
beta-caroteno de 1,1 mg/kg. Campos et al., 2010; llevaron a cabo estudios de la
presencia de carotenoides para la variedad de tomate cv. Santa Cruz y encontraron
valores medios de 38,0 mg/kg vy 2,1 mg/kg para el licopeno y beta-caroteno,
respectivamente. En ese mismo aino, Adalid et al., 2010; estudiaron tomates cultivados
en Espafia, que mostraron valores medios de licopeno de 29,0; 49,0 y 0,5 mg/kg para
tomate Cambria (rojo), tomate BGV012406 (rojo ligero) y BGV003095 (naranja); y para

el beta-caroteno valores de 6,7; 10,0 y 12,0 mg/kg, respectivamente. Por otro lado,
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Garcia-Valverde et al., 2011; obtienen niveles de licopeno que varian desde los
85,6 mg/kg en la variedad Ronaldo a los 141,3 mg/kg en la variedad Pera. En el caso
del beta-caroteno los valores obtenidos van desde los 2,8 mg/kg en la variedad
Ronaldo a los 5,4 mg/kg de la variedad Zoco. Bravo-Lozar, 2012; tras el andlisis de
tomate Pera maduro obtiene valores medios que son de 31,8 mg/kg para el licopeno y

de 2,3 mg/kg para el beta-caroteno.

Por otro lado, Hallman, 2013; observa que la cantidad de licopeno en salsa de
tomate ecoldgico (125,2 mg/kg) es menor si se compara con el tomate convencional
(154,3 mg/kg). El estudio llevado a cabo por Kaur et al., 2013; donde se compararon
trece variedades de tomate indio, reportaron valores medios para el licopeno que
oscilaron entre los 43,1 mg/kg para la variedad Roma y los 299,9 mg/kg en la variedad
Pimpinellifolium, mientras que para el beta-caroteno se encontraron valores medios
que variaban entre el 1,8 mg/kg en la variedad Avikash hasta los 12,0 mg/kg para la

variedad Pimoinellifolium.
Los resultados del contenido en licopeno y beta-caroteno se muestran en la

Tabla 21 en funcién de la linea de tomate (media de las réplicas de campo), de las

condiciones de cultivo y de la parcela.

Tabla 21. Resultados medios del contenido en licopeno y beta-caroteno (mg/kg) segun
las lineas de tomate, en los dos cultivos y dos parcelas estudiados.

Barbastro (tunel) Barbastro (aire libre)

mg /kg s mg /kg s
media linea 1 32,69 14,62 media linea 1 56,66 18,51
media linea 7 35,04 14,33 media linea 7 29,03 12,42
media linea 8 54,05 18,96 media linea 8 47,60 27,89
media linea 11 52,47 17,36 media linea 11 36,44 28,42
media Caramba 35,34 10,24
Montafana (tunel) Montanana (aire libre)

mg/kg s mg/kg s
media linea 1 43,00 2,06 media linea 1 60,80 0,45
media linea 7 37,12 2,36 media linea 7 55,79 3,83
media linea 8 64,95 5,24 media linea 8 54,35 5,66
media linea 11 37,37 12,69 media linea 11 58,96 5,75
media Caramba 21,91 0,27
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Beta-caroteno

Barbastro (tunel) Barbastro (aire libre)

mg /kg s mg /kg s
media linea 1 3,40 0,59 media linea 1 6,41 1,36
media linea 7 2,12 0,21 media linea 7 3,91 0,58
media linea 8 2,82 0,62 media linea 8 4,44 0,30
media linea 11 2,94 0,52 media linea 11 4,37 0,72
media Caramba 4,09 1,01
Montafiana (tunel) Montariana (aire libre)

mg/kg s mg/kg s
media linea 1 2,04 0,17 media linea 1 4,57 0,34
media linea 7 1,37 0,22 media linea 7 3,91 0,60
media linea 8 2,80 0,09 media linea 8 2,85 1,12
media linea 11 1,37 0,21 media linea 11 2,77 0,11
media Caramba 2,24 0,08

En las Figuras 76 y 77 se muestran los resultados del contenido en licopeno y
beta-caroteno en las cuatro lineas de tomate estudiadas, para la comparacion de los
resultados obtenidos segun la parcela de cultivo y las dos condiciones de cultivo (aire
libre y tunel de plastico).
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Figura 76. Contenido en licopeno segun linea de cultivo, ambiente y parcela.

Cuando se comparan los resultados obtenidos de licopeno, se observa un
comportamiento bastante distinto al observado hasta ahora, sobre todo al comparar el
cultivo al aire libre y en tunel de plastico. Se puede ver que en la parcela de Barbastro
el contenido en licopeno es mayor cuando se cultiva en tunel de plastico que al aire

libre, en todas las lineas (7, 8 y 11), salvo en la linea 1. Mientras que en la parcela de
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Montainana sucede lo contrario, es mayor el contenido en licopeno al aire libre para

las lineas 1, 7y 11; y ligeramente menor en la linea 8.

Los tomates Caramba, en contra de los esperado, a pesar de tener coloracién
mas roja, presentan unos valores medios de licopeno ligeramente menores que los del

tomate rosa de Barbastro, sobre todo en la parcela de Montaiiana.

La alta intensidad de luz favorece el contenido en carotenoides en general, y
en especial el del licopeno (Dumas et al., 2002). Existen estudios que evidencian el
papel positivo de la luz solar y de ciertas longitudes de onda sobre la sintesis de este
componente. La luz ultravioleta comprendida entre 200 y 283 nm, asi como la luz
infrarroja de 610-750 nm pueden actuar como reguladores de la sintesis vy
acumulacién de carotenoides en los frutos, especialmente del licopeno durante el
almacenamiento (Liu et al., 2009, Maharaj et al., 2010). La sintesis de licopeno se inicia
con temperaturas superiores a 16 2C, es dptima a los 22-25 2C y se inhibe a partir de

los 30 oC (Leoni, 1999).

Del mismo modo, Zapata et al., 2007; sugieren que la sintesis de licopeno esta
severamente inhibida por la exposicion a la radiacion solar intensa, por lo que cabe
esperar que los tomates cultivados en campo puedan tener concentraciones menores
de este licopeno (segun el clima de cultivo). Todo ello, puede explicar el
comportamiento observado en el contenido en licopeno de las muestras de tomate
rosa de Barbastro analizadas. No es la misma radiacidn solar la que reciben los tomates
en la parcela de Barbastro que en la parcela de Montanana, ni las mismas
temperaturas.
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Figura 77. Contenido en beta-caroteno segun linea de cultivo, ambiente y parcela.
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Comparando los resultados que se muestran en la grafica anterior (Fig. 77), se
puede decir que las cuatro lineas de cultivo contienen mayor cantidad de beta-
caroteno cuando se cultivan al aire libre, independientemente de la parcela
(Barbastro o Montafiana). Las lineas 1y 7 son las que presentan la mayor diferencia de
ser cultivada al aire libre a hacerlo en tunel de plastico. Al igual que en el caso de los
polifenoles, la linea 11 sigue mostrando la menor diferencia en el contenido en beta-

caroteno al comparar cultivo al aire libre y en invernadero.

Por otro lado, los frutos que crecen bajo ambientes de cristal o tunel de
plastico acumulan menos beta-caroteno que aquellos cultivados al aire libre (Adalid et

al.,, 2011). En nuestro caso, efectivamente las muestras de tomate cultivadas al aire

libre acumulan una mayor cantidad de beta-caroteno que las cultivadas en tunel de

plastico, y sucede en las dos parcelas de cultivo.

3.4. Estudio del valor nutritivo y funcional del tomate rosa de

Barbastro

3.4.1.- Analisis y comparacion de los datos de composicion quimica en

antioxidantes para las diferentes muestras

Analizando todos los datos anteriormente expuestos de forma conjunta sin
diferenciar entre lineas, se observa que la aplicacion de las distintas condiciones de
cultivo (parcela de Barbastro o de Montafiana), afecta a la capacidad antioxidante de
los tomates, en proporciones variables en funcion del componente analizado. Asi, el
tomate rosa de Barbastro cultivado en la parcela de Barbastro presenta una mayor
actividad antioxidante que el cultivado en Montafiana, con reducciones del 11,6%;
21,7%; 7,9% y 3,2% para los compuestos estudiados (fenoles totales, acidos fendlicos,
licopeno y beta-caroteno). Dentro del tomate proveniente de la parcela de Barbastro,
los tomates cultivados al aire libre, presentan un mayor valor nutritivo que los
cultivados en tunel de plastico, con una reduccion en el contenido de fenoles totales,
acidos fendlicos, licopeno y beta-caroteno de 14,6%; 28,13%; 23,5% y 3,1%,
respectivamente. Esta tendencia no se observa en el tomate cultivado en Montanana,

ya que acumula menor concentracion de antioxidantes cuando es cultivado al aire
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libre, con reducciones en el contenido de fenoles totales, acidos fendlicos, licopeno y

beta-caroteno del 37,3%; 10,1%; 38,7% y 44,6%.

Estos resultados ponen de manifiesto que se hace necesario controlar las
condiciones medioambientales en las que se cultiva la planta con el fin de optimizar el
contenido de antioxidantes y maximizar el valor nutricional y funcional del tomate rosa
de Barbastro. Las condiciones climaticas son factores pre-cosecha que deberian

considerarse en la optimizacion del valor funcional de este tipo de tomate.

3.4.2.- Determinacion de la ingesta probable de cada antioxidante objeto de

estudio con el consumo medio diario de tomate

Tal y como se ha explicado en el apartado 2.6, para conocer la capacidad del
tomate en cubrir las recomendaciones de ingesta de estos componentes para la
poblacién, se ha procedido a comparar la ingesta probable de cada componente

atribuida al tomate, con las recomendaciones establecidas para ellos.

Para el caso de los compuestos bioactivos encontrados en el tomate,
Unicamente existe una ingesta diaria recomendada para aquellas sustancias con
actividad provitamina A (en el caso de este proyecto, el beta-caroteno), ya que son
necesarias para el correcto funcionamiento del organismo. El licopeno, al igual que los
compuestos fendlicos, no son considerados nutrientes esenciales, por lo que no se ha
establecido una ingesta diaria recomendada, no obstante, son varios los grupos de
investigacion que han estudiado el efecto beneficioso de estas sustancias publicando

recomendaciones de ingesta.

En cuanto a la ingesta diaria recomendada para el beta-caroteno, la Food and
Nutrition Board (FNB), recomendé en el afio 2000 una ingesta dietética de 3-6 mg/dia
de beta-caroteno (FNB, 2000), dosis asociada a un menor riesgo de contraer

enfermedades crénicas por su actividad provitamina A.

Si se tiene en cuenta el aporte medio del tomate rosa de Barbastro con mayor
valor nutritivo, de procedencia parcela de Barbastro y cultivado al aire libre
(3,86 mg/kg), y que segun la piramide espafiola de dieta saludable publicada por la
Sociedad Espafola de Nutricion Comunitaria (SENC), una racidn recomendada de

verdura son 200 g (SENC, 2004), se puede afirmar que consumiendo una racién al dia
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de tomate se cubririan del 13 al 26% de este intervalo de necesidades establecidas

para el beta-caroteno.

En cuanto al licopeno, aunque no existe un consenso claro sobre la ingesta
necesaria para reducir el riesgo de enfermedades, se han demostrado beneficios
importantes para la salud con un consumo diario de aproximadamente 5-7 mg/dia
(Rao & Shen, 2002). Considerando el mejor de los casos y el valor medio obtenido para
el licopeno en el tomate rosa de Barbastro cultivado al aire libre (62,23 mg/kg), una
racion de 200 g de tomate cubriria mdas del 200% de la recomendacion, lo que
convierte al tomate rosa en un alimento con una gran riqueza nutricional en licopeno.
Estos datos significan que, consumiendo Unicamente 100 g de tomate rosa de

Barbastro, se pueden alcanzar estas cantidades.

3.4.3.- Recopilacion de informacion sobre la biodisponibilidad de los
polifenoles y otros compuestos antioxidantes que pueden encontrarse en los
tomates

Los datos anteriores muestran que un consumo regular de 100 a 200 g de
tomate rosa de Barbastro cultivado en las mejores condiciones agrondmicas (parcela
de Barbastro y al aire libre), puede cubrir las ingestas recomendadas de alguno de los
compuestos funcionales analizados, si el aprovechamiento del componente es

maximo. En este sentido, se hace necesario valorar los factores post-cosecha que

pueden maximizar la proporcion de componente que se absorbe y se metaboliza,

analizando la biodisponibilidad de los mismos.
a. Licopeno y otros carotenoides

La biodisponibilidad de los carotenoides es altamente variable y esta
influenciada por la estructura molecular que esta presente en el alimento, por la
composicion y la liberacion de la molécula del alimento, por la cantidad consumida y la
absorcion en el tracto intestinal y por el transporte junto con la fraccion lipoprotéica

(Kopsell & Kopsell, 2012).

En cuanto a la estructura molecular, se conoce que el licopeno presente en los
tomates crudos maduros se encuentra, generalmente, como isémero trans, que es
menos absorbible que el isémero cis (Richelle et al., 2002; Garcia-Valverde et al., 2013)

lo que puede repercutir en su valor funcional. Este fendmeno es debido a que la
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configuracion cis disminuye el espacio ocupado por la molécula, en comparacién con el
isdmero lineal trans, lo que evita la agregacidn y formacion de cristales, facilitando asi
su biodisponibilidad. Asimismo, la configuracién cis se une mas facilmente a los
transportadores de membrana responsables de la absorcion de los carotenoides en las
células epiteliales intestinales (During et al., 2005). Por todo ello, para maximizar el
valor nutricional y funcional de los tomates, se deberian provocar cambios en la
conformacion de las moléculas, por ejemplo el cocinado es un factor relevante en la
biodisponibilidad del licopeno ya que favorece los procesos de isomerizacién del
licopeno dando lugar a las formas cis (Burri et al., 2009). Ademds, mejora la
biodisponibilidad porque libera el componente de la matriz alimentaria facilitando Ila
disociacion de los complejos carotenoide-proteina y dispersando los agregados
cristalinos (Perdomo et al., 2012). Un efecto similar se observa con el triturado del

tomate (Van het Hof et al., 2000).

Por su cardcter liposoluble, la absorcién del licopeno mejora en presencia de
grasas (Ahuja et al., 2006; Ferndndez-Garcia et al., 2012) ya que se combina con ellas
facilitando la disolucién. En este sentido, el licopeno del tomate se absorbe mas

eficientemente cuando el fruto se ingiere en combinacidn con una grasa absorbible.

A partir de todo lo anteriormente expuesto, se puede afirmar que la
biodisponibilidad de los carotenoides depende del procesado del producto. La
asociacidon con acidos grasos asi como el tratamiento térmico del tomate o el triturado

pueden aumentan su biodisponibilidad, mejorando el valor funcional del mismo.
b. Polifenoles

Los efectos beneficiosos derivados del consumo de compuestos fendlicos
dependen de la cantidad consumida y de su biodisponibilidad, afectada por la gran
variedad estructural de los compuestos fendlicos que existen. Se conoce que los mas
abundantes en nuestra dieta no son los que presentan la mejor biodisponibilidad. Los
principales factores, directos o indirectos, que afectan a la biodisponibilidad de los

compuestos fendlicos de la dieta en humanos son (D’Archivio et al., 2010):

- Factores relacionados con el procesado de alimentos: tratamientos térmicos,

homogenizacidn, liofilizacién, cocinado y métodos de preparacion culinaria.
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* Factores relacionados con el alimento: matriz alimentaria, presencia de compuestos
que faciliten o retrasen la absorcién (grasas o fibra), e interaccidn con otros
componentes, como son las uniones a proteinas (albumina) o con compuestos

fendlicos con similares mecanismos de absorcion.

* Factores relacionados con los compuestos fendlicos: estructura quimica y

concentracién en el alimento.

. Factores propios del individuo: factores intestinales (actividad enzimatica,
tiempo de transito intestinal o microflora coldnica) y factores sistémicos (sexo y edad,

desdrdenes y/o patologias, genética o condicion fisioldgica).

En general, los métodos de preparacion culinarios tienen un efecto notable en

el contenido de polifenoles (Ferracane et al., 2008; Xu et al., 2009), afectando a su
biodisponibilidad. Aunque se recomienda el consumo de tomate crudo, la evidencia
cientifica estd demostrando que la biodisponibilidad de muchos compuestos
protectores se potencia cuando se cocinan. Un aumento significativo en los niveles
plasmaticos de naringenina y acido clorogénico fue encontrado después de la ingesta
de tomates cocidos en comparacion con el producto fresco (Bugianesi et al., 2004). A
pesar de que los tratamientos térmicos en los vegetales aumentan la degradacién y la
oxidacién de los polifenoles, también rompen las uniones de las matrices alimentarias

facilitando su digestion.

Los procesos tecnoldgicos, tales como el triturado del tomate, también
pueden aumentar la biodisponibilidad de los polifenoles por la alteracion de la matriz
del alimento, como se ha demostrado para el licopeno y beta-caroteno, dos de los
carotenoides mds importantes (D’Archivio et al., 2010). Ademas, el pelado del tomate,
también se desaconseja porque se puede eliminar una porcidn significativa de
polifenoles, dado que estas sustancias estan presentes en mayores concentraciones en

las partes exteriores del fruto.

Por ultimo, y al igual que para los carotenoides, la adicidn de grasa en la dieta
puede afectar positivamente sobre la biodisponibilidad de los flavonoides del tomate,
ya que aumenta la absorcion de los mismos (Lesser et al., 2004). A pesar de que puede
haber una interaccidn fisiolégica entre los flavonoides y las grasas que ralentice el

tiempo de transito intestinal, esto Unicamente retrasa, pero no disminuye la absorcion
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(Rao et al., 1996). Asi, se ha demostrado que algunos compuestos fenélicos como el
hidroxitirosol y el tirosol aumentan su biodisponibilidad cuando se administran como
una solucién en aceite de oliva en comparacién con una solucién acuosa (Tuck et al.,

2001).

A partir de todo lo anteriormente expuesto, y al igual que para los
carotenoides, se puede afirmar que la biodisponibilidad de los compuestos fenélicos
depende del procesado del producto. La asociacién con acidos grasos asi como el
tratamiento térmico del tomate o el triturado junto a la piel pueden mejorar el valor

funcional del mismo.
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4. Conclusiones

Las conclusiones obtenidas en este proyecto han sido:

1. Se ha llevado a cabo la caracterizacidon del tomate rosa de Barbastro mediante la
determinaciéon del contenido en acidos fendlicos (clorogénico, caféico, ferulico y
p-cumarico), fenoles totales y los carotenoides mayoritarios (licopeno y beta-
caroteno). En concreto, de las muestras de tomate rosa de Barbastro de la campafia
2013, cultivadas al aire libre y tunel de plastico en las parcelas experimentales del CITA

ubicadas en Barbastro y Montafiana.

2. Tras una puesta a punto y optimizacion, el contenido de los cuatro acidos
fendlicos seleccionados (clorogénico, caféico, ferulico y p-cumarico), en muestras de
tomate, puede ser determinado mediante una extraccién secuencial con MeOH al 70%
en dos etapas, de las muestras de tomate trituradas y previamente centrifugadas para
eliminar la fraccion acuosa, para posteriormente ser analizado el extracto mediante

cromatografia liquida HPLC con detector diode array UV/Vis.

3. Se han analizado las treinta muestras de tomate rosa de Barbastro tomadas en la
campana 2013, asi como las cuatro muestras de tomate control variedad Caramba,
determinando el contenido en acidos fendlicos, fenoles totales, licopeno y beta-

caroteno.

4. El contenido en 4cido clorogénico, dacido ferdlico y d4cido p-cumadrico
determinado, en las muestras de tomate rosa de Barbastro, se encuentran dentro de
los rangos obtenidos para las otras variedades de tomate estudiadas. En el caso del
acido caféico, los valores encontrados en esta variedad son mayores que los
cuantificados en otras variedades de tomate estudiadas, sobre todo cuando se cultiva

al aire libre.

5. Los resultados obtenidos en el andlisis de los acidos fendlicos y los fenoles
totales muestran que en todos los casos, parcela de Barbastro y de Montafiana, asi
como en las cuatro lineas de tomate estudiadas, el contenido de los mismos es mayor
cuando son cultivados al aire libre que cuando se cultivan en tunel de plastico. Este
comportamiento tiene su justificacidon en el hecho de que los polifenoles estan dentro

del grupo de sustancias denominadas bioactivas, que las plantas sintetizan para usarlas
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como defensa frente al medio en el que crecen, por lo que es légico que la cantidad de
polifenoles en las plantas cultivadas al aire libre presenten mayor cantidad que las

cultivadas en tunel de plastico.

6. En la parcela de Barbastro, el contenido en licopeno es mayor en tres de las
cuatro muestras de tomate cultivadas en tunel de plastico frente a las cultivadas al aire
libre. Mientras que en la parcela de Montafana, el contenido de licopeno es mayor en
las muestras cultivadas al aire libre. El contenido en licopeno en el tomate estd muy
influenciada por la temperatura y la radiacién solar que reciben los tomates, el
comportamiento observado puede explicarse dado que no es la misma radiacién solar
la que reciben los tomates en la parcela de Barbastro que en la parcela de Montafiana,

ni las mismas temperaturas.

7. Las muestras de tomate rosa de Barbastro cultivadas al aire libre acumulan una
mayor cantidad de beta-caroteno que las cultivadas en tunel de plastico, y sucede en

las dos parcelas de cultivo: Barbastro y Montafiana en las cuatro lineas de tomate.

8. Los datos recogidos en este trabajo sobre la biodisponibilidad de los
antioxidantes detectados en el tomate rosa de Barbastro, constituyen una importante
aportacion que permite controlar los factores post-cosecha (culinarios y tecnolégicos)
para maximizar el valor funcional de este fruto. Asi, un consumo asociado a acidos
grasos, el tratamiento térmico o el triturado del tomate pueden mejorar la

biodisponibilidad de los antioxidantes detectados aumentando su aprovechamiento.
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