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Introduccion General

Introduccion General

El tomate es la hortaliza mas consumida en todo el mundo y la de
mayor valor econdmico. Su demanda aumenta continuamente y con ella su
cultivo, produccién, procesado y comercializaciéon. Segun datos de World
Processing Tomato Council (WPTC, 2013), en el ano 2012 se produjeron en
nuestro pais 1.935 miles de toneladas, siendo las principales comunidades
autonomas productoras y exportadoras de tomate Andalucia, Murcia,
Canarias y Comunidad Valenciana (FEPEX, 2009). Sin embargo en los
ultimos anos se ha producido un retroceso, y se ha apuntado la necesidad
de apostar por la I+D+i que permita modernizar estructuras de produccion,
implantar nuevas variedades y diferenciar la calidad del producto espanol

frente a terceros paises muy competitivos como Marruecos.

En Espana, al igual que en otros paises, el tomate es la hortaliza mas
consumida y el consumo per capita en el hogar se encuentra cercano a los
15 Kg/persona y ano (FEPEX, 2012). El tomate en fresco se consume
principalmente en ensaladas, y se utiliza como ingrediente de muchas
preparaciones culinarias, preparandolo cocido o frito. Aproximadamente, el
40% de la produccion total se destina a la transformacion industrial dando
lugar a muchos subproductos derivados de la industria alimentaria, que van
destinados a su uso por intermediarios o bien por el consumidor final. Asi,
existen en el mercado numerosos productos derivados de este fruto en
forma de zumos, gazpacho, salsas, purés, pastas, conservas de tomate

entero o partido, tomate en polvo, etc.

La mayor parte del peso fresco del tomate es agua, cuyo contenido
medio se sitla en torno al 94%. Excluida el agua, los hidratos de carbono
son el componente mayoritario, y cuantitativamente los azlcares, que
constituyen el 50-70% aproximadamente de los solidos totales y la casi
totalidad de los solidos solubles (Primo et al., 1998). La cantidad de
azucares presentes en el fruto y la cantidad de acidos determinan el sabor

del tomate, ya que el alto contenido de azlcares y de acidos constituye la
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mejor combinacién para obtener un buen sabor. Por otro lado, las
variedades de tomate que se utilizan para procesado son mas firmes y de
paredes mas gruesas que las de los tomates para consumo fresco, lo que les
permite conservar su forma después de la coccion. Ademas, como la
reduccion del contenido de agua del tomate es un proceso bastante
costoso, para el procesado industrial se prefieren variedades con mas

pulpa, menor contenido en agua y mayor contenido de solidos insolubles.

En la actualidad los tomates y sus productos derivados estan
reconocidos como alimentos funcionales por su composicion quimica y
concretamente por la presencia de compuestos bioactivos beneficiosos para
el organismo (Willcox et al., 2003; Sharoni y Levi, 2006; Periago et al.,
2009). Numerosos estudios epidemiologicos han descrito una correlacion
inversa entre dietas con un alto consumo de tomate y productos derivados,
y la incidencia de enfermedades cardiovasculares y algunos tipos de cancer
(Shi et al., 2003; Willcox et al., 2003, Mordente et al., 2011, Jacques et
al., 2013). Estos efectos protectores se han atribuido al elevado contenido
de varios compuestos con actividad antioxidante como carotenoides,
compuestos fendlicos, vitamina E, vitamina C, folatos, potasio y selenio.
Entre estos compuestos destaca el licopeno, carotenoide predominante del
tomate, constituyendo el fruto en fresco y sus productos derivados la
principal fuente de licopeno en la dieta (Shi et al., 2003). También esta
presente el B-caroteno, aunque en menor concentracion, y compuestos
fenolicos, como flavonoides y acidos hidroxicinamicos (Martinez-Valverde
et al., 2002; Bugianesi et al., 2004) y vitamina C (Abushita et al., 2000,
Periago et al., 2009). También presenta diferentes formas de folato,
contribuyendo a la ingesta de esta vitamina que puede ejercer un efecto
beneficioso en la prevencion de enfermedades cardiovasculares (Wilcox et
al., 2003; Periago et al., 2009). En general, los compuestos bioactivos del
tomate con actividad antioxidante (compuestos fenolicos y carotenoides)
presentan la caracteristica de que se mantienen relativamente estables
tras los tratamientos térmicos (Dewanto et al. 2002; Roldan-Gutiérrez y

Luque de Castro, 2007; Jacob et al., 2010) y tras el almacenamiento de los
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productos procesados (Garcia-Alonso et al., 2009), encontrandose en mayor
concentracion y en una forma mas biodisponible en productos procesados
que en el tomate fresco (Lin et al., 2005; Roldan-Gutiérrez y Luque de
Castro, 2007).

En Espana, los valores medios de tomate producido para la industria,
entre los anos 2010 y 2012, estan en torno a las 2.000 miles de toneladas,
aunque en el Ultimo afo se ha observado una ligera disminucion (WPTC,
2013). Este consumo a nivel mundial es muy elevado, ya que se ha
registrado para estos mismos anos, un valor medio de 36.178 miles de
toneladas de tomate producidas para su transformacion en la industria
alimentaria (WPTC, 2013). Como consecuencia del gran volumen de tomate
procesado en las diferentes industrias, se genera una gran cantidad de
residuos solidos (pieles y semillas) que representan un gran problema
medioambiental. Por ello, en los ultimos anos se han realizado numerosas
investigaciones para poder extraer de los residuos de tomate aquellos
compuestos bioactivos que son considerados de gran interés para la
industria alimentaria y farmaceultica entre los que se encuentran el
licopeno y la fibra de tomate (Rozzi et al., 2002; Topal et al., 2006). Los
residuos de tomate constituyen, por lo tanto, una fuente importante de
carotenoides, compuestos fendlicos, proteinas, azlcares, fibras, ceras y

aceites (75% de acidos grasos insaturados).

La presente Tesis Doctoral se presenta como compendio de tres
trabajos de investigacion cuyos objetivos han sido estudiar los compuestos
bioactivos antioxidantes presentes en distintas variedades de tomate
destinados para consumo en fresco y tomates destinados a su procesado en
la industria alimentaria, conocer las variaciones en los compuestos
bioactivos tras determinados procesos industriales y evaluar las
composicion quimica y las propiedades de la fibra dietética del tomate

como subproducto generado tras el procesado tecnologico.
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Objetivo General

El objetivo general de la presente Tesis Doctoral ha sido analizar los

compuestos bioactivos antioxidantes presentes en el tomate y estudiar las

variaciones en su contenido de acuerdo a determinados factores

relacionados con la variedad, aptitud industrial del tomate y procesado

industrial, y caracterizar un subproducto derivado de la piel del tomate,

con la finalidad de revalorizar los residuos generados en la industria.

Objetivos Especificos

Para la consecucion del objetivo general se plantearon los siguientes

objetivos especificos:

1.

2.

4.

Evaluar las variaciones en los compuestos bioactivos antioxidantes
del tomate (carotenoides, compuestos fenolicos, vitamina C vy
folatos) en funcidn de la variedad, el estado de madurez y la aptitud

industrial de los mismos.

Conocer las variaciones en la actividad antioxidante hidrofilica del
tomate en funcion de la variedad y aptitud tecnolodgica, y establecer

la relacion con el contenido en compuestos bioactivos.

Estudiar el efecto del procesado industrial de homogeneizacion y
pasteurizacion sobre los compuestos bioactivos antioxidantes y la

actividad antioxidante hidrofilica.

Caracterizar la fibra dietética de tomate para conocer los distintos
componentes que constituyen la fraccion soluble e insoluble, asi
como la composicion quimica en otros macronutrientes y
micronutrientes asociados a la misma (proteinas, azlcares, grasas y

minerales).
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5. Estudiar el contenido de compuestos bioactivos (carotenoides y
compuestos fenolicos) presentes en la fibra dietética con especial
atencion al contenido en licopeno y acidos hidroxicinamicos, como
componentes mayoritarios. Para obtener mas informacion sobre su
composicion fenolica y contenido en licopeno, se ensayaran distintos
métodos de extraccion mediante la aplicacion de ultrasonidos,

enzimas y maceracion.

6. Determinar las propiedades de la fibra dietética del tomate como la
capacidad de retencion de agua e hinchamiento, la capacidad de
adsorcion de grasa, la presion osmotica, el indice de retardo de
absorcion de glucosa y la actividad antioxidante, para poder

establecer su posible utilizacion como ingrediente.

A continuacion se detallan los objetivos especificos conseguidos en
cada uno de los trabajos de investigacion publicados y que constituyen la

presente Tesis Doctoral:

PUBLICACION 1: Antioxidant bioactive compounds in selected industrial

processing and fresh consumption tomato cultivars. Food and Bioprocess
Technology. February 2013, Volume 6, Issue 2, Pages 391-402. DOI
10.1007/511947-011-0687-3

e Objetivo 1

e Objetivo 2

PUBLICACION 2: Changes in bioactive compounds and antioxidant activity

during homogenization and thermal processing of tomato puree. Innovative
Food Science and Emerging Technologies. April 2009, Volume 10, Issue 2,
Pages 179-188. DOI: 10.1016/j.ifset.2008.12.001

e Objetivo 3




Objetivos

PUBLICACION 3: Chemical profile, functional and antioxidant properties of

tomato peel fiber. Food Research International. June 2011, Volume 44,
Issue: 5, Pages 1528-1535. DOI: 10.1016/j.foodres.2011.04.005

e Objetivo 4
e Objetivo 5
e Objetivo 6
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1. COMPOSICION QUIMICA Y NUTRICIONAL DEL TOMATE

El tomate (Lycopersicum esculentum) es un ingrediente fundamental de
la dieta mediterranea, tanto por su elevado consumo en fresco como por
formar parte de una extensa variedad de platos, salsas y bebidas tipicas de
esta dieta. El tomate al ser un alimento de origen vegetal, tiene un bajo
contenido en proteinas y grasas, y por ello un escaso valor energético. Por el
contrario, es rico en minerales, vitaminas y compuestos antioxidantes, lo que
hace que este fruto y por consiguiente, los productos derivados, tengan
propiedades beneficiosas para la salud. En las ultimas décadas, el consumo de
tomate y productos derivados ha sido asociado con la prevencion de algunas
enfermedades crénicas como son el cancer y las enfermedades
cardiovasculares, (Willcox et al., 2003; Sharoni y Levi, 2006; Mordente et al.,
2011) principalmente debido a su contenido en antioxidantes, incluyendo
carotenos (licopeno y B-caroteno, principalmente), acido ascoérbico, tocoferol,
compuestos fendlicos y folatos (Dewanto et al., 2002; Martinez-Valverde et
al., 2002; Willcox et al., 2003; Seybold et al., 2004; Jacob et al., 2008;
Periago et al., 2009; Hwang et al., 2012).

La composicion quimica del tomate varia en funcion de la variedad del
fruto, asi como por factores agrondémicos, geograficos y ambientales (Davies y
Hobson 1981; Martinez-Valverde et al. 2002; Dumas et al. 2003; Minoggio et al.
2003; Wold et al. 2004; Periago et al. 2009) hecho que determina variaciones
en los componentes del tomate fresco y sus derivados. En las Tablas 1, 2y 3 se
muestran valores medios del contenido en nutrientes presentes en el puré y en
el tomate fresco, de acuerdo a los datos publicados en la USDA National
Nutrient Database for Standard Reference, release 20 (U.S. Department of
Agriculture, Agricultural Research Service, USDA Nutrient Data Laboratory,
2007).

11
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Tal como se observa en la Tabla 1, el componente mayoritario del
tomate, al igual que de la mayoria de los vegetales, es el agua, cuyo contenido
medio se sitla entorno al 94%. Excluida el agua, los hidratos de carbono son el
componente mayoritario, y cuantitativamente los azlicares, que constituyen el
50-70% aproximadamente de los solidos totales y la casi totalidad de los sélidos
solubles. Los monosacaridos glucosa y fructosa son los principales
componentes, no encontrandose apenas sacarosa (Primo et al., 1998). La fibra
alimentaria representa el 1.2% en el tomate fresco maduro, en la que
encontramos celulosa, hemicelulosa, lignina y pectinas (Martinez-Valverde et
al., 2002). Las pectinas, aunque presentes en pequefnas proporciones, son de
gran interés tecnoldgico, ya que constituyen uno de los principales factores
responsables de la textura de los tomates enlatados y frescos, y de la
viscosidad o consistencia de los zumos concentrados. Se encuentran localizadas
en las paredes celulares y sobre ellas pueden actuar enzimas pectoliticas,
también presentes en el fruto, provocando su hidrolisis progresiva que se
traduce en una pérdida de textura o ablandamiento del fruto (Primo et al.,
1998).

El contenido en lipidos totales es muy bajo (0.2%), estando constituido
principalmente por los lipidos que forman las membranas celulares, como
trigliceroles, glicolipidos y fosfolipidos (Belitz y Grosch, 1988). Este hecho
determina que sea un alimento poco calérico, ya que 100 g de tomate aportan
tan solo 18 Kilocalorias. El contenido en proteinas también es escaso, siendo

inferior al 1%.

Tabla 1. Contenido en macronutrientes, agua, fibra y valor calérico por 100 g de porcion comestible. USDA National
Nutrient Database for Standard Reference, Release 20 (2007).

Energia Agua Proteina Carbohidratos Fibra alimentaria  Lipidos totales
(Kcal) (g) (2 (2 (g (2
Tomate rojo 18 94.50 0.88 3.92 1.20 0.20

crudo

Puré de tomate 38 87.88 1.65 8.98 1.90 0.21

12
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Tabla 2. Contenido en vitaminas por 100 g de porcion comestible. USDA National Nutrient Database for Standard Reference,
Release 20 (2007)

Vitamina A Vitamina C  Vitamina E Tiamina Riboflavina Ac. Nicotinico  Piridoxina  Folatos
(un (mg) (mg) (mg) (mg) (mg) (mg) (ug)
Tomate
rojo crudo 833 12.70 0.54 0.04 0.02 0.59 0.08 15
Pure de 510 10.60 1.97 0.03 0.08 1.47 0.13 11
tomate

Tabla 3. Contenido en minerales por 100 g de porcion comestible. USDA National Nutrient Database for
Standard Reference, Release 20 (2007)

Sodio Potasio Calcio Magnesio Hierro Fosforo Selenio
(mg) (mg) (mg) (mg) (mg) (mg) (bg)
Tomate rojo
crudo 5 237 10 11 0.27 24 0
Puré de
28 439 18 23 1.78 40 0.70

tomate

Entre las vitaminas cabe destacar el contenido en vitaminas
hidrosolubles, sobretodo vitamina C y vitaminas del grupo B, entre las que
destacan los folatos (Periago et al., 2009). Las vitaminas liposolubles son
escasas, destacando su contenido en provitamina A, como p-caroteno, y
vitamina E (Tabla 2).

De los elementos minerales (Tabla 3), el mas destacado en general es el
potasio, el cual se encuentra en mayores concentraciones que el sodio en el
tomate fresco (Hernandez-Rodriguez y Sastre-Gallego, 1999). Este alto
contenido en potasio y bajo en sodio, es considerado beneficioso para la
prevencion de enfermedades cardiovasculares, contribuyendo junto con otros
compuestos antioxidantes del tomate a los efectos preventivos de este

alimento para estas enfermedades (Willcox et al., 2003).

En relacion al contenido de minerales y vitaminas, podemos decir que el

tomate contiene cantidades similares de potasio y folatos comparado con otros
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vegetales, aunque es una mayor fuente dietética de vitaminas C y E. En
comparacion con otros vegetales que se consumen habitualmente, sélo las
zanahorias presentan una mayor cantidad de vitamina A, como B-caroteno, que

el tomate (Canece-Adams et al., 2005).

2. COMPUESTOS BIOACTIVOS Y ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

Los tomates presentan una amplia variedad de compuestos quimicos con
propiedades antioxidantes entre los que se incluyen los carotenoides, la

vitamina C, los compuestos fenolicos, los tocoferoles y los folatos.

2.1. Licopeno y otros carotenoides

2.1.1. Estructura y caracteristicas quimicas

Los carotenoides son pigmentos naturales sintetizados por plantas y
microorganismos, responsables en gran medida del color de los mismos
(Clinton, 1998). La importancia de los carotenoides en nutricion humana se ha
centrado principalmente en aquellos que poseen actividad provitamina A,
como son a-carotenos y B-carotenos. Sin embargo, en las ultimas décadas otros
carotenoides han despertado interés nutricional como sustancias fitoquimicas.
Entre los carotenoides con un efecto beneficioso potencial para la salud en
funcion de sus propiedades bioldgicas se encuentra el licopeno, cuya actividad
esta relacionada con la prevencion de distintas enfermedades (Nguyen y
Schwartz, 1998).

Hay mas de 600 carotenoides en la naturaleza, de los cuales, mas de 50
estan presentes en los alimentos y son consumidos en la dieta a partir de una

gran variedad de frutas y verduras (Giugliano, 2000). Los mas conocidos son el
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a-caroteno, B-caroteno y licopeno. La Figura 1 muestra la estructura quimica

de los carotenoides mas importantes presentes en la naturaleza.

Ny \\\\\\\\\\\ =

Licopeno

o-Caroteno

Figura 1. Estructura quimica del licopeno y otros carotenoides importantes.

Los carotenoides se presentan sobretodo en flores, hortalizas y frutas a
los que proporcionan su coloracion que va desde el amarillo al rojo. En menor
cuantia y en proporciones muy variables, pueden encontrarse en ciertos
alimentos de origen animal, tales como la leche o la yema de huevo, donde su
contenido va a ser dependiente de la ingesta que realicen los animales
productores de las fuentes originales de carotenoides (Clinton, 1998; Martin-

Moreno y Gorgojo, 2002).

Desde el punto de vista quimico, los carotenoides son una clase de
pigmentos terpenoides con 40 atomos de carbono derivados biosintéticamente
a partir de dos unidades de geranilgeranil pirofosfato. En la Figura 2 se
representa un esquema general de la ruta de biosintesis de carotenoides en
plantas, donde se indican las enzimas responsables de cada etapa. El primer

paso especifico de la ruta de carotenoides, mediado por la fitoeno sintasa
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(PSY), consiste en la condensacion de dos moléculas de geranilgeranil
pirofosfato (GGPP) para dar lugar al fitoeno. Cuatro desaturaciones sucesivas
de este compuesto, catalizadas por las enzimas fitoeno desaturasa (PDS) y ¢-
caroteno desaturasa (ZDS), dan lugar al licopeno, cuya molécula es modificada
por accién de las €-y/o B-ciclasas (e-LCY, B-LCY) formandose a- o B-caroteno,
respectivamente. Oxidaciones secuenciales de estas dos moléculas, realizadas
por €- y/o B-caroteno hidroxilasas (e-CHX, B-CHX) y zeaxantina epoxidasa (ZEP)
dan lugar a la formacion de xantofilas (carotenoides oxigenados), (Alquézar,
2007).

GGPP
| Psy
Fitoeno

- PDS
Fitoflueno

PDS
{—caroteno
ZDs

Neurosporeno
ZDS

JpLey

e-LCY / V-ch

B-CHX

e -

| B-CHX

Luteina *
VDE ZEP

n
Violaxantina

NSY
Neoxantina

Figura 2: Esquema general de la biosintesis de carotenoides en plantas. En azul se indican las
enzimas que catalizan cada reaccion: GGPP (geranilgeranil pirofosfato), PSY (fitoeno sintasa),
PDS (fitoeno desaturasa), ZDS (C-caroteno desaturasa), p-LCY (B-licopeno ciclasa), €-LCY (€ -
licopeno ciclasa), B-CHX (B-caroteno hidroxilasa), €-CHX (e-caroteno hidroxilasa), ZEP
(zeaxantina epoxidasa), VDE (violaxantina de-epoxidasa), NSY (neoxantina sintasa). (Alquézar,
2007).
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El esqueleto carbonado basico de los carotenoides consiste en unidades
repetidas de isopreno  (2-metil-1,3-butadieno). Quimicamente, los
carotenoides se dividen en dos grupos principales: los carotenos (a, P, v-
caroteno, licopeno, etc.) y las xantofilas (zeaxantina, cantaxantina, etc.)
derivados oxigenados de los carotenos (Martin-Moreno y Gorgojo, 2002). En
cuanto a su actividad, no todos los carotenoides son precursores de la vitamina
A, por lo que se pueden distinguir dos grandes grupos: provitaminicos (tienen
la capacidad de convertirse en vitamina A cuando ésta falta en el organismo) y
no provitaminicos (Stahl y Sies, 1996). Entre los carotenoides provitaminicos
encontramos el a-caroteno (50-54% de actividad provitamina A), B-caroteno
(100% de actividad provitamina A) y vy-caroteno (42-50% de actividad
provitamina A), mientras que el licopeno, fitoeno y fitoflueno son carotenoides
no provitaminicos (Bauernfeind, 1972). De las xantofilas con actividad
provitaminica destaca la pB-criptoxantina, y las no provitaminicas son la
luteina, zeaxantina, cantaxantina y equinenona. De todos estos carotenoides,

a-caroteno, B-caroteno, luteina y licopeno poseen accion antioxidante.

La mayoria de los carotenoides son solubles en solventes apolares, y
presentan coloraciones que oscilan entre el amarillo (por ejemplo el B-
caroteno) y el rojo (por ejemplo el licopeno). La estructura quimica de estos
compuestos contribuye a su actividad quimica sobre los agentes oxidantes o
radicales libres, efecto relevante que pueden desarrollar los carotenoides en
aquellos individuos que consumen grandes cantidades en la dieta (Britton et
al., 1995).

El licopeno es uno de los primeros carotenoides que aparecen en la
sintesis de este tipo de compuestos, constituyendo la base molecular para la
sintesis de los restantes carotenoides. El licopeno presenta una estructura
sencilla con una cadena alifatica formada por cuarenta atomos de carbono. Es
altamente lipofilico y se caracteriza por carecer de anillos ciclicos y poseer un
gran numero de dobles enlaces conjugados. Su obtencion por sintesis quimica

aun no esta totalmente establecida y se obtiene fundamentalmente a partir de
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fuentes naturales, hongos (Blakeslea trispora, autorizado por la Decision
2009/365/CE de la Comision Europea) y tomates.

La biosintesis del licopeno tiene lugar en el interior de los plastidos. La
forma natural en las plantas y mas abundante en la naturaleza es la forma
trans, que constituye la forma mas estable, aunque también se puede
presentar como isémero cis. Los isomeros cis del licopeno presentan distintas
caracteristicas quimicas y propiedades en comparacion con los isomeros trans,
como son la disminucion de la intensidad de color, menor punto de fusion,
menor coeficiente de extincion molar y cambio en el valor maximo de
absorcion en el espectro ultravioleta-visible (Britton et al., 1995; Periago et
al., 2001). Ademas, se ha observado que los isébmeros cis tienen menor
probabilidad de cristalizacion, presentan mejor solubilidad en soluciones
lipofilicas y son mas facilmente solubilizadas en el interior de las micelas y
transportados al interior de las células o de los tejidos (Shi y Le Maguer, 2000).
Esto puede ser debido a que la introduccion de un doble enlace cis en la
molécula de licopeno reduce su longitud. Por el contrario, el all-trans-licopeno

(Figura 3) es una larga molécula lineal (Boileau et al., 2002).

Al igual que otros carotenoides, el licopeno puede verse afectado por las
temperaturas elevadas, la exposicion a la luz y al oxigeno, valores de pH

extremos y superficies activas (Scita, 1992).
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Figura 3. Estructuras de los isomeros trans- y cis- del licopeno (Agarwal y Rao, 2000).

2.1.2. Contenido de licopeno en el tomate

De los mas de 50 carotenoides presentes en los alimentos, el licopeno se
encuentra en un grupo reducido de los mismos, destacando el tomate
(Licopersicum esculentum L.) y los productos elaborados con tomate como
salsas, purés, zumos, sopas, concentrados, etc. (Tabla 4) como la principal
fuente de licopeno de la dieta (Periago et al., 2001). Otras frutas y vegetales
que incluyen en su composicion licopeno y que contribuyen a la ingesta de este
compuesto en la dieta son el albaricoque, la sandia, la papaya, el pomelo rosa,
la fruta de la pasion, la guayaba, la zanahoria y el pimiento, entre otros (Tabla
4) (Clinton, 1998; ILSI, 1999; Nguyen y Schwartz, 1999; Roldan-Gutiérrez y
Luque de Castro, 2007).
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En relacion al contenido de licopeno en el tomate fresco, en la literatura
cientifica se muestra una gran variabilidad de datos, debido en gran medida a
que su contenido varia significativamente segun el grado de madurez, variedad
y condiciones estacionales (Periago et al., 2001; Martinez-Valverde et al.,
2002; Periago et al., 2009). En la Tabla 5 se puede observar la variabilidad en
el contenido de licopeno en diferentes variedades de tomate habitualmente

consumidas en Espana.

Durante el proceso de maduracion del tomate tienen lugar importantes
cambios que afectan a la composicion quimica y nutricional del mismo.
Conforme se completa el desarrollo del fruto desde el estado inmaduro hasta
alcanzar la madurez completa, se produce un aumento en el contenido de
carotenoides, asociado a un incremento en el contenido de licopeno en el
interior de los plastidos (Figura 4). Segun Thomson et al. (2000), la
concentracion aumenta desde 0.25 mg/kg en tomates verdes hasta valores
mayores de 40 mg/kg en frutos completamente maduros. En muestras
analizadas por Periago et al. (2009), el contenido en licopeno pasa de no ser
detectado en distintas variedades de tomates en estado de maduracion
totalmente verde a 68.1 mg/kg en tomates rojos. En cuanto al contenido en j-
caroteno, algunos autores como Koskitalo y Ormrod (1972) y Biacs et al. (1987)
observaron que se produce un aumento desde el estado verde a pinton,
disminuyendo posteriormente cuando el fruto madura completamente. Sin
embargo, estos resultados no se correlacionan con los descritos en estudios
posteriores que observaron un incremento constante de B-caroteno conforme
avanza el proceso de maduracidon (Abushita et al., 1997; Giovanelli et al.,
1999).
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Tabla 4. Contenido de carotenoides y contribucion (%) del tomate, productos derivados del

tomate y otros vegetales en la ingesta de carotenoides de la poblacion espanola (Garcia-Closas
et al., 2004; Canene-Adams et al., 2005; Maiani et al., 2009; Mordente et al., 2011).

Fuente alimentaria a-caroteno B-caroteno Licopeno
- 0.4 mg/100 g 0.8-3.7 mg/100 g
Tomate fresco
- 17.2% 71,6%
- 0.4 mg/100 g 8-11 mg/100 g
Zumo de tomate
n.d. 0.1-0.5 mg/100 g 4.7-23.4 mg/100 g
Ketchup
n.d. 0.2-0.3 mg/100 g 8.5-11.8 mg/100 g
Tomate enlatado
- 0.3mg/100 g 15.2 mg/100 g
Salsa de tomate
- 3.9% 24.1%
n.d. 0.4-0.5 mg/100 g 13.2-26.1 mg/100 g

Puré de tomate

Zanahoria

Judias verdes

Espinacas

Pimiento rojo

Sandia

Naranja

Platano

Albaricoque

Pomelo rosa

Guayaba

2.8-5mg/100 g
81.60%
7.70%

n.d.

n.d.-0.3 mg/100 g

n.d.
n.d.

4.20%
0.06-0.2 mg/100 g
2.30%
n.d.-0.04 mg/100 g

n.d.

4.4-8.8 mg/100 g
24.40%
0.5mg/100 g
3%
3.1-4.8 mg/100 g
10.70%
1.4-2.4 mg/100 g
1.30%
0.3-0.8 mg/100 g
0.2-0.5 mg/100 g
2%
0.04-0.1 mg/100 g
0.6-3.8 mg/100 g

0.1-2.7 mg/100 g

n.d.
n.d.

4.8-13.5mg/100 g
2.90%
n.d.

n.d.-0.2 mg/100 g

0.05 mg/100 g

0.8 mg/100 g

0.8-1.8 mg/100 g
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Tabla 5. Contenido de licopeno en distintas variedades de tomate,
expresado como mg/kg de peso fresco (Martinez-Valverde et al., 2002).

Variedad Licopeno
Rambo 31.97+0.45¢
Senior 32.24+0.55¢

Ramillete 31.49+1.17¢

Liso 18.60+1.00¢
Pera 63.37+£3.212
Canario 49.44+2.73
Durina 64.98+5.122
Daniella 36.32+3.52¢
Remate 42.96+3.29

Diferentes letras indican diferencias significativas (P<0.05)

Rompiendo de color (Breakers): Cuando existe una ruptura
definitiva en color de verde a amarillo-oscuro, rosa o rojo en no
mas de un 10% si la superficie.

Cambiante (Turning): Mas del 10% pero no mas del 30% de
la superficie muestra un cambio definitivo de color de verde a
amarillo, rosa o rojo.

Rosa: Mas del 30% pero no mas del 60% de la superficie
muestra color rosa.

Rojo ligero: Mas del 60% de la superficie muestra color rojo-
rosa pero menos del 90% de la superficie muestra un color
rojo.

Rojo: Mas del 90% de la superficie muestra color rojo.

Figura 4. Clases de madurez fisioldgica y comercial para tomates frescos.
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2.1.3. Biodisponibilidad y absorcion del licopeno

Para entender mejor muchos de los efectos saludables del licopeno es
importante conocer los mecanismos por los cuales este carotenoide se
incorpora a los tejidos para poder desarrollar su efecto in vivo. En general, la
absorcion del licopeno incluye la transferencia desde la matriz alimentaria
hasta el interior de las micelas, la absorcion por los enterocitos, la inclusion en
los quilomicrones y finalmente, la secrecidn en el plasma (Roldan-Gutiérrez y
Luque de Castro, 2007).

La absorcion del licopeno, asi como de otros carotenoides presentes en la
dieta, depende de multiples factores ya que generalmente estas sustancias se
encuentran asociadas a macromoléculas en los alimentos, siendo necesaria su
liberacion de la matriz fisica para su absorcion. Se ha observado que el proceso
de calentamiento de los alimentos y la homogeneizacién pueden mejorar la
biodisponibilidad de los carotenoides al disociarse estos de los complejos
formados con las proteinas, y al producirse el ablandamiento o ruptura de las
paredes celulares, facilitando la disociacion y liberacion desde la matriz
alimentaria hacia la fase lipidica del alimento (Dewanto et al., 2002; Seybold
et al., 2004; Lin y Chen 2005; Roldan-Gutiérrez y Luque de Castro, 2007). Por
esta razon, el tomate cocinado tiene mayor cantidad de licopeno biodisponible
que el tomate fresco. En este sentido, la pasta y el puré de tomate han
demostrado ser fuentes de licopeno con mejor biodisponibilidad que el tomate
crudo (Jacob et al., 2010; Mordente et al., 2011).

Dos de los principales factores que afectan a la absorcion de los
carotenoides son la presencia de grasa y de fibra dietética. El primero de ellos
ejerce un efecto positivo al facilitar su absorcion (Boileau et al., 2002). Asi, el
consumo de zumo de tomate calentado con aceite de maiz aumenta 2-3 veces
la concentracidn de licopeno en suero respecto a la ingestion de un zumo de
tomate sin tratar (Stahl y Sies, 1992; Gartner et al., 1997). La utilizacion de
aceite de oliva también mejora la biodisponibilidad del licopeno (Clark et al.,

2000). Esto podria ser debido a que la presencia de grasa o aceite facilita la
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solubilizacién del licopeno en las micelas (Tyssandier et al., 2001; Huo et al.,
2007). Por esta razon la dieta mediterranea, en la cual se consume tomate
cocinado con aceite de oliva favorece una eficiente absorcion intestinal. Sin
embargo, la presencia de fibra interfiere en la absorcion al interaccionar con
los acidos biliares, favoreciendo la eliminacion de los mismos y reduciendo la

absorcion de los carotenoides presentes (Periago et al., 2001).

Ademas, el tratamiento térmico también puede favorecer la
isomerizacion del licopeno, siendo éste otro de los aspectos que podria
favorecer la absorcion. La isomerizacion del licopeno durante el procesado

tecnologico se comentara mas adelante en el Apartado 4.

Estudios realizados con técnicas in vivo e in vitro, han puesto de
manifiesto que la mayor biodisponibilidad de los isomeros cis del licopeno
sobre los isbmeros trans se debe probablemente a que los isomeros cis son mas
solubles en las micelas de los acidos biliares, por lo que pueden incorporarse
con mayor facilidad a las células de la mucosa intestinal e incorporarse a los

quilomicrones de las lipoproteinas (Lin y Chen, 2005).

Ademas, el licopeno sufre un proceso de isomerizacion in vivo tras su
absorcion. En un estudio reciente llevado a cabo utilizando modelos in vivo e
in vitro, observaron que la isomerizacion del licopeno se produce
fundamentalmente en el interior de los enterocitos donde el 29% del licopeno
se encuentra en forma de isomeros cis (Richelle et al., 2010). Aunque las
condiciones de pH durante la digestion gastrica afectan al proceso de
isomerizacion, incrementando el porcentaje de isomerizacion conforme
disminuye el pH (Periago et al., 2013), esta reaccion es un proceso reversible,
disminuyendo este porcentaje en condiciones de pH intestinal. Por lo que
parece ser que la isomerizacion en el organismo se produciria en un nivel post-

enterocitario (Tyssandier et al., 2003).

En cuanto a la liberacion de isomeros de licopeno desde el interior de los

entericitos al plasma, éste es transportado por las LDL (lipoproteinas de baja
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densidad) y VLDL (lipoproteinas de muy baja densidad), representando hasta el
50% del total de carotenoides presentes en suero. Los niveles plasmaticos de
licopeno varian segun la poblacion entre 50 y 900 nM/L (Clinton et al., 1998),
presentandose mayoritariamente como isémeros cis. En un estudio de
intervencion realizado en humanos Jacob et al. (2008) observaron que cuando
el licopeno se encontraba en bajas concentraciones en plasma (por ejemplo,
durante la fase de deplecion o en dietas bajas en licopeno), el isomero 5-cis
era el mas abundante. Sin embargo, conforme aumentaba el consumo de
licopeno en la dieta y por lo tanto la concentracion de licopeno total en
plasma, predominaba la forma all-trans. También se han identificado otros
isomeros cis, como el 9-cis-licopeno que se encuentra en distintos tejidos a
una concentracion similar a la de los isdbmeros all-trans, el isomero 13-cis que
contribuye al 20% del licopeno y el 15-cis que ha sido detectado en pequenas
cantidades (Stahl y Sies, 1992).

La posterior distribucion del licopeno en los diferentes tejidos no se
realiza de forma uniforme, ya que se cree que existen tejidos especificos en
los que se acumula y realiza su accion. Diferentes estudios han detectado la
presencia de licopeno en testiculos, glandulas adrenales, higado, prostata,
tejido adiposo, glandulas mamarias, pancreas, pulmodn, rindn, ovario, mucosa
bucal y estomago (Clinton et al., 1998; Nguyen y Schwartz, 1999; Periago et
al., 2001; Roldan-Gutiérrez y Luque de Castro, 2007). Sin embargo, la
concentracion in vivo de este compuesto depende de numerosos factores,
como son la concentracion en la dieta, la composicion de la misma y la forma

de preparacion del alimento.
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2.2. Compuestos fenodlicos

2.2.1. Estructura y caracteristicas quimicas

Las plantas sintetizan una gran variedad de productos secundarios que
contienen un grupo fenol, un anillo aromatico con un grupo hidroxilo, y que
reciben el nombre de compuestos fenolicos, polifenoles o fenilpropanoides
(Avalos y Pérez-Urria, 2009). Quimicamente, presentan un anillo benceno
hidroxilado como elemento comUn a sus estructuras (Parr y Bolwell, 2000), con
uno o mas grupos hidrofilos incluyendo derivados funcionales (ésteres, metil
ésteres, glicosidos, etc.). Por ello constituyen un amplio grupo de sustancias
quimicas, considerados metabolitos secundarios de las plantas, con diferentes
estructuras quimicas y actividad, englobando mas de 8.000 compuestos
distintos (Del Rio et al., 2013). Su variedad estructural es muy amplia,
comprendiendo desde moléculas simples como los acidos benzoicos hasta
polimeros complejos como la lignina y los taninos (Hollman, 2001; Avalos vy
Pérez-Urria, 2009). Pueden englobarse dentro de un importante grupo de
fitoquimicos bioactivos no nutricionales, donde también se incluyen los
terpenoides (carotenoides vy fitoesteroles) y los compuestos azufrados

(glucosinolatos y compuestos de aliaceas).

Existen dos rutas basicas implicadas en la biosintesis de compuestos
fenolicos: la ruta del acido siquimico y la ruta del acido malénico (Figura 5). La
ruta del acido malonico es una fuente importante de fenoles en hongos y
bacterias, pero es poco empleada en plantas superiores. La ruta del acido
siquimico es responsable de la biosintesis de la mayoria de los compuestos
fenolicos de plantas. A partir de eritrosa-4-P y de acido fosfoenolpirtvico se
inicia una secuencia de reacciones que conduce a la sintesis de acido siquimico
y, derivados de éste, aminoacidos aromaticos (fenilalanina, triptofano vy
tirosina). La mayoria de los compuestos fenodlicos derivan de la fenilalanina.
Esta ruta (Figura 7) esta presente en plantas, hongos y bacterias, pero no en

animales (Avalos y Pérez-Urria, 2009).
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hidrolizables
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condensados

Figura 5. Rutas de sintesis de compuestos fenolicos (Avalos y Pérez-Urria, 2009).

La enzima fenilalanina amonio liasa (PAL) cataliza la formacion de acido
cinamico por eliminacion de una molécula de amonio de la fenilalanina (Figura
7). Las reacciones posteriores son basicamente adiciones de mas grupos
hidroxilo y otros sustituyentes. Los acidos trans-cinamico y p-cumarico se
metabolizan para formar acido ferulico y acido cafeico cuya principal funcion
es ser precursores de otros derivados mas complejos: cumarinas, lignina,

taninos, flavonoides e isoflavonoides (Avalos y Pérez-Urria, 2009).

Unos pocos compuestos fenodlicos, tienen un origen que no implica la
participacion de los aminoacidos aromaticos fenilalanina y tirosina, es el caso
del acido galico, que se forma, en su practica totalidad, directamente a través
de la ruta del acido siquimico (Figura 5), y algunas fitoalexinas que se forman
por la ruta de los policétidos (Parr y Bolwell, 2000). La polimerizacion de los
acidos galico y elagico (Figura 6), un derivado del anterior, da origen a un
grupo de compuestos fendlicos, los taninos hidrolizables (galotaninos vy

elagitaninos) (Fennema, 1993).
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O

Acido elagico

HO COOH HO

/

HO Acido galico

Figura 6. Estructura de los acidos galico yelagico.

En las plantas, los compuestos fenolicos se presentan conjugados con uno
0 mas residuos de azucar unidos a los grupos hidroxilo, aunque en ocasiones las
uniones son directas entre el azGcar y un carbono del anillo aromatico. Por
ello, la forma mas comUn de encontrarlos en la naturaleza es en forma de
glicosido. Estas uniones los hacen solubles en agua y solventes organicos
(Shahidi y Naczk, 1995). Los azlcares asociados pueden ser monosacaridos,
disacaridos e incluso oligosacaridos, siendo los mas frecuentes la glucosa,
galactosa, arabinosa, rhamnosa, xilosa, los acidos glucuronico y galacturoénico.
También pueden unirse a acidos carboxilicos, acidos organicos, aminas, lipidos
y a otros compuestos fenolicos (Bravo, 1998). Los acidos cinamicos o derivados
del acido hidroxicinamico suelen aparecen esterificados con acido quinico,
tartarico o glucosa (Robards et al., 1999). Los mas comunes en la naturaleza
son los acidos cafeico, ferdlico, sinaptico y p-cumarico (Meyer et al., 1998;
Clifford, 2000).
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Fenilalanina
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Figura 7. Ruta del acido siquimico: desaminacion de fenilalanina y formacién de acidos
cindmico y cumarico, precursores de lignina, flavonas, isoflavonas y flavonoides (Avalos y
Pérez-Urria, 2009).
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2.2.2. Contenido de compuestos fendlicos en el tomate

Los acidos fendlicos y los flavonoides son los grupos mas representativos
presentes en el tomate. El conjugado mas conocido es el acido clorogénico
(Figura 8), que resulta de la esterificacion de los acidos cafeico y quinico
(Clifford, 2000) y constituye el derivado hidroxicinamico mas importante en
frutas, en las que en ocasiones aparece como compuesto fenodlico
predominante, como es el caso del tomate. En la Figura 8 se muestran las

estructuras de los principales compuestos fenodlicos presentes en tomates.

/-,r_-| (o ]]
~._ OH
=
i OH | Ok
| = HO L0
HO o
0 HO™ “co,H
Acido cumarico Acido clorogénico
OH
o]
YﬂDH
QOH
Acido cafeico Quercetina

= | OH . @OH

HO.U.O_ =, OH HOTFTA1
S \n/\Ru:i.msa Y\"/

CH O QH O

Rutina Naring_jenina

Figura 8. Estructura quimica de los principales compuestos fenolicos en tomates.

Hertog et al. (1992) analizaron un total de 28 vegetales, encontrando que
los principales flavonoides presentes en ellos eran la quercetina seguida del
canferol. El principal aporte de quercetina en la dieta lo constituye la cebolla
(347 mg/kg), la col rizada (110 mg/kg), la lechuga (14 mg/kg), y el tomate (8
mg/kg). Estudios similares realizados en tomates cultivados en Espafa

mostraron una amplia variedad de resultados dependiendo de la variedad de
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tomate y de la época del ano, oscilando entre 2 mg/kg de peso fresco en la
variedad Daniella y 203 mg/kg para la variedad Paloma enana (Crozier et
al.,1997). Por otra parte, se ha observado que los niveles de quercetina varian
ampliamente entre las variedades cherry y las de tamano normal (Crozier et
al., 1997) y disminuyen por diferentes métodos de cocinado. En general, los
vegetales de la familia Solanaceae aportan gran parte tanto del acido
clorogénico de la dieta como de otros acidos hidroxicinamicos (Bartolomé et
al., 1996). Martinez-Valverde et al., (2002) determinaron el contenido de
compuestos fenodlicos individuales en tomates de distintas variedades,
destacando la presencia de los acidos cumarico (hasta 0.58 mg/100 g de peso
fresco), clorogénico (1.43-3.28 mg/100 g de peso fresco) y cafeico (0.14-1.30
mg/100 g peso fresco), asi como quercetina (0.72-4.36 mg/100 g peso fresco),
canferol (hasta 0.21 mg/100g de peso fresco) y naringenina (hasta 1.26

mg/100 g de peso fresco).

La mayoria de los compuestos fenolicos presentes en el tomate se
encuentran unidos a la cuticula. De los fenoles identificados en la cuticula de
diferentes variedades de tomate (Hunt y Baker, 1980), los mas abundantes son
los acidos cumaricos, naringenina, naringenina-7-glucésido y su
correspondiente chalcona, chalconaringenina. Estos son sintetizados

principalmente durante el climaterio.

Este amplio grupo de compuestos no sigue una misma tendencia en lo que
respecta a su contenido durante la maduracion del tomate. Mientras unos
compuestos fenolicos disminuyen conforme avanza la maduracion, otros no
sufren apenas cambios o incluso aumentan. Buta et al. (1997) analizaron el
contenido en dos variedades de tomate recolectadas en cinco estados de
desarrollo del fruto (dos estados de crecimiento: verde inmaduro y verde
maduro; tres estados de maduracion: pintdn, rosa y rojo). Los mayores niveles
de acido clorogénico se encontraron en la pulpa y el pericarpio de tomates en
los primeros estados de desarrollo, disminuyendo rapidamente durante la
maduracion del fruto. La concentracion de rutina seguia un patron de cambio

similar, mientras que el acido p-cumarico conjugado con rutina se encontré en
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una concentracion mas baja tanto en el crecimiento como en la maduracion
del tomate. También, se detect6 un alto contenido de acido p-cumarico
glucdsido Unicamente en la pulpa del fruto maduro, no observando disminucién
en dicha concentracion durante la maduracion. En el caso de los compuestos
fenolicos hidrofilicos totales, se ha observado un aumento durante la
maduracion del fruto (Cano et al., 2003; Periago et al., 2009). Sin embargo, el
contenido en compuestos fendlicos totales, determinado mediante el método
Folin-Ciocalteau, esta sobreestimado, ya que este método cuantifica
simultaneamente no so6lo compuestos fendlicos sino también otros compuestos
reductores como puede ser la vitamina C (Periago et al., 2009). Segun Cano et
al. (2003), el contenido en compuestos fendlicos solubles en disolventes
organicos no cambi6 significativamente durante la maduracion, y su
contribucion a los compuestos fendlicos totales (suma de compuestos fendlicos
solubles en agua y en disolventes organicos) no fue mayor de un 12%. Por el
contrario, el contenido de compuestos fenolicos solubles en agua aumento

durante la maduracion del tomate.

2.2.3. Biodisponibilidad y absorcion de los compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos se encuentran en la mayoria de las 350 especies
vegetales consumidas regularmente por el hombre (Scalbert y Williamson,
2000) y son en parte responsables de las propiedades organolépticas de los
alimentos de origen vegetal como por ejemplo el sabor astringente (Tomas-
Barberan y Espin, 2001). En las plantas desempenan funciones relacionadas con
el crecimiento y reproduccion, y en procesos defensivos frente a patégenos,
depredadores o radiacion ultravioleta. Los mas comunes en los alimentos son
generalmente los acidos fenolicos, flavonoides, lignanos, estilbenos, cumarinas

y taninos (Harbourne, 1993).

La estructura quimica de los compuestos fendlicos y la forma en que se
ingieran (agliconas, ésteres, polimeros, glicosidos, etc.) van a determinar el

tipo y el alcance de la absorcion intestinal asi como la naturaleza de los
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metabolitos que circulan por el plasma (Scalbert et al., 2002). Algunas
agliconas de los compuestos fenolicos pueden ser absorbidas en el estomago
(Piskula et al., 1999; Crespy et al., 2001) o en el intestino delgado. Sin
embargo, la mayoria de los compuestos fenolicos se encuentran en la
naturaleza en forma de polimeros, ésteres y glicosidos que no se pueden
absorber en su forma original y previamente tienen que ser hidrolizados por las
enzimas intestinales (lactasa florizina hidrolasa y B-glucosidasa localizadas en
el borde en cepillo y en el citosol respectivamente) o por la microflora del
colon (Hollman et al., 2004; Manach et al., 2004). Los compuestos fendlicos
provenientes de la dieta que no son absorbidos en el intestino delgado (junto
con aquellos expulsados via bilis), alcanzan el colon donde son sometidos a
modificaciones estructurales (Williamson y Clifford, 2010). Los compuestos
resultantes de este proceso de metabolizacion son compuestos de un tamano
molecular inferior al de los compuestos de los que provienen. Este hecho hace
que estos nuevos compuestos formados puedan ser absorbidos facilmente en el

colon o bien ser eliminados del cuerpo a través de las heces.

Antes de pasar al torrente sanguineo, los compuestos fenolicos sufren
otras modificaciones estructurales debido al proceso de conjugacion (Felgines
et al., 2005) que tiene lugar en el intestino delgado y, principalmente, en el
higado. La conjugacion representa un proceso de detoxificacion metabdlica
comun a muchos compuestos xenobidticos que limita sus efectos tdxicos
potenciales y facilita su eliminacion biliar y urinaria, debido a un aumento de
su hidrofilicidad y peso molecular. La glucuronidacion es particularmente
importante para aumentar el peso molecular, necesario para la excrecion en la
bilis (Day et al., 2000b). Los compuestos fenolicos que siguen la ruta biliar son
secretados en el duodeno, donde son sometidos a la accion de enzimas
bacterianas, especialmente la B-glucuronidasa, tras la cual son reabsorbidos.
Este reciclaje enterohepatico prolonga la presencia de los compuestos

fenolicos en el organismo.

Todas estas modificaciones afectan a la actividad biologica de los

compuestos fenolicos (Zhang et al., 1999; Day et al., 2000a; Wen y Walle
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2006a; Wen y Walle 2006b; Landis-Piwowar et al., 2008; Del Rio et al., 2010).
En consecuencia, los compuestos que alcanzan las células y tejidos son
quimica, bioldgica y, en algunos casos, funcionalmente diferentes de la forma

originalmente ingerida.

Los compuestos fenolicos se encuentran principalmente en aquellos
tejidos donde se han metabolizado (tejido hepatico, estomacal, intestinal,
coldnico y nefritico (Clifford, 2004; Graf et al., 2006; Bieger et al., 2008),
pero ademas también pueden acumularse en tejidos dianas especificos, como
el tejido pulmonar, el pancreatico, el cerebral, el cardiaco y el tejido
esplénico (Hong et al., 2002; Parkar et al., 2008).

Los efectos beneficiosos derivados del consumo de compuestos fendlicos
dependen de la cantidad consumida y de su biodisponibilidad. Muchos de los
compuestos fenolicos muestran un amplio rango de efectos biologicos. A los
flavonoides se les atribuyen potenciales efectos beneficiosos relacionados con
la enfermedad cardiovascular y el cancer. Los efectos beneficiosos sobre la
enfermedad cardiovascular son fundamentalmente consecuencia de sus
propiedades antioxidantes que pueden justificar sus acciones vasodilatadoras y
vasoprotectoras, asi como sus acciones antitrombdticas, antilipémicas,
antiateroscleroticas, antiinflamatorias y antiapoptéticas (Quinones et al.,
2012). Ademas de los flavonoides, el acido clorogénico y sus derivados son los
principales compuestos fenolicos presentes en el tomate. Los acidos
clorogénicos poseen propiedades beneficiosas relacionadas con su actividad
antioxidante y efectos hepatoprotectores, hipoglucémicos y antivirales
(Slimestad y Verheul, 2009). Un gran numero de compuestos fendlicos (por
ejemplo, ésteres cafeicos, catequinas, etc.) son buenos antioxidantes a
concentraciones relativamente bajas, mientras que a altas concentraciones
pueden comportarse como pro-oxidantes, ya que ellos mismos son susceptibles
de oxidarse desencadenando reacciones de iniciacion (Robards et al., 1999). La
actividad de estos compuestos como antioxidantes es beneficiosa tanto en los

alimentos como en el organismo, donde los compuestos fendlicos son oxidados
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antes que otros constituyentes de los alimentos o componentes celulares y
tejidos (Robards et al., 1999).

2.3. Vitamina C

2.3.1. Estructura y caracteristicas quimicas

La vitamina C se encuentra de forma natural como acido L-ascorbico o
acido dehidroascoérbico, una sustancia muy soluble con propiedades acidas y
fuertemente reductoras (Fennema, 1993). El acido L-ascorbico (Figura 9) es
una lactona provista de un grupo enodiol, que estructuralmente corresponde a

un éster ciclico de un acido hidroxicarboxilico (Wong, 1989).

OH
HOCH . —CH o

H

H H

Figura 9. Estructura del acido L-ascorbico.

2.3.2. Contenido de vitamina C en el tomate

El acido ascorbico se encuentra ampliamente distribuido en alimentos
vegetales frescos (Ramoén et al., 1997) entre los cuales, los citricos y otras
frutas (kiwi, fresa, melon, etc.) constituyen la mayor fuente de vitamina C
(Lloret et al., 1999), destacando también algunas hortalizas como el tomate y
el pimiento. El contenido de vitamina C, tanto en tomate fresco como en

productos procesados, varia considerablemente pudiendo oscilar entre valores
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comprendidos entre 2 y 21 mg/100 g de peso fresco, segin datos recogidos en

la bibliografia cientifica (Frusciante et al., 2007).

Entre los factores que mas afectan al contenido vitaminico de los
tomates, destacan los factores relacionados con el crecimiento del fruto.
Factores como la luz o la escasez de agua, tienden a ejercer un efecto positivo
sobre el contenido en esta vitamina (Dumas et al., 2003). El uso de nitrogeno
en tasas elevadas esta relacionado con un menor contenido de vitamina C,
probablemente debido a un mayor desarrollo del follaje de la planta y la
menor incidencia de luz (Dumas et al., 2003). El estado de maduracion del
fruto también parece influir de una manera directa sobre el contenido de esta
vitamina (Jiménez et al., 2002; Cano et al., 2003). Durante la maduracion del
fruto se han observado diferentes resultados. Algunos autores observaron que
el contenido en vitamina C permanece practicamente constante en las
primeras etapas de maduracion (tomate verde, pintéon y rosa), aumentando
ligeramente en el tomate rojo maduro (Jiménez et al., 2002; Cano et al.,
2003). En este sentido, Periago et al. (2009), encontraron diferencias en el
contenido de vitamina C en tres estadios de maduracion (verde inmaduro, rosa
y rojo maduro) de tres variedades de tomate analizadas, encontrando un
contenido creciente de esta vitamina conforme la maduracion avanzaba. Sin
embargo, otros investigadores obtuvieron resultados diferentes observando un
aumento durante las primeras etapas de maduracion, seguido de una
disminucion (Abushita et al., 1997; Giovanelli et al., 1999).

2.3.3. Biodisponibilidad y absorcion de la vitamina C

La absorcion del acido ascorbico tiene lugar en el intestino delgado por un
mecanismo de transporte activo y también por difusion pasiva, alcanzando
niveles de entre el 80 y 90% cuando la ingestion de esta vitamina es baja. Por
otro lado, cuando la ingestion es alta (1 g/dia) se reduce significativamente su

absorcion (Biruete et al., 2009), por lo que el mecanismo de absorcion es
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saturable. En el plasma, la vitamina C se encuentra en su forma reducida y es
transportada al interior celular utilizando tanto transportadores de glucosa
como transportadores especificos de esta vitamina. La concentracion de
vitamina C en plasma comienza a aumentar 15-20 minutos después de la
ingestion y alcanza su maximo entre 1-2 horas después de la misma (Benzie y
Strain, 1997; Graumlich et al., 1997). Tras su absorcion, pasa facilmente hacia
los tejidos suprarrenales, rifones, higado y bazo, donde sus niveles parecen
estar en equilibrio con los niveles séricos. En cuanto a su excrecion, las
cantidades excesivas ingeridas se eliminan en orina como acido oxalico, y en
ingestas superiores a 100 g/dia los excesos se excretan como acido ascorbico o

se exhalan como CO; (Mahan y Escott-Stump, 1998).

En el organismo, la vitamina C participa en numerosos e importantes
procesos metabdlicos como son la sintesis de colageno, el metabolismo del
hierro o la sintesis de neurotransmisores y hormonas. Es necesaria en procesos
inmunitarios (Mahan y Escott-Stump, 1998) y debido a sus propiedades
antioxidantes, participa en la proteccion contra las lesiones producidas por
radicales libres (Wong, 1989). El acido ascorbico, por su caracter hidrofilico, es
el principal antioxidante de las fases intra- y extracelular (Ramon et al., 1997)
y esta considerado uno de los antioxidantes naturales mas poderosos y menos
toxicos (Weber et al., 1996). Puede actuar como cofactor enzimatico de mono-
y dioxigenasas, como antioxidante, interactuando de forma enzimatica y no
enzimatica con radicales libres de oxigeno y sus derivados, y como
donante/aceptor de electrones en el transporte en la membrana plasmatica. ELl
acido ascorbico es capaz de neutralizar los radicales superéxido e hidroxilo, asi
como regenerar a-tocoferol (Davey et al., 2000). Algunos estudios han
demostrado que aunque el acido ascorbico (hidrosoluble) reacciona en menor
medida con radicales lipidicos que el licopeno (liposoluble), esta vitamina es
capaz de interaccionar con las formas oxidadas del licopeno y licoxantina para
regenerar el licopeno y licoxantina en reacciones en cadena (Biacs y Daood,
2000).
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2.4. Folatos

2.4.1. Estructura y caracteristicas quimicas

Folato y folacina son términos genéricos que incluyen sustancias con
estructura quimica idéntica a la del acido félico. Tal como se puede observar
en la Figura 10, se trata de compuestos formados por tres elementos
principales: un nlcleo pteridinico, una molécula de acido p-aminobenzoico y

una molécula de acido glutamico (Entrala, 1995).

NH N
2 \"/ = ~ acido p-aminobenzeico
N. = N NH acido glutamico
OH COOH

2-amino-4-hidroxi-G-metilpteridina

o COCH

Figura 10. Estructura del acido félico

En las células podemos encontrar diferentes tipos de folatos que difieren
en el estado de oxidacion del anillo de pteridina, el grupo funcional
sustituyente del carbono (formimino, formil, metil, metileno, etc.), y el
numero de residuos de glutamato (Rébeillé et al., 2006). Tetrahidrofolato (H-
folato) y 5-metiltetrahidrofolato (5-MTHF) son las principales formas presentes
en los alimentos de origen vegetal, mientras que la forma 5-MTHF es la

mayoritaria en el organismo humano (Figura 11).
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Figura 11. Estructura quimica de las formas reducidas de acido folico

tetrahidrofolato y 5-metiltetrahidrofolato.

2.4.2. Contenido de folatos en el tomate

El acido félico se encuentra muy distribuido entre los alimentos de origen
vegetal, especialmente en verduras de hoja verde oscura. Los principales
contribuidores a la ingesta de folatos en Europa son verduras, frutas, cereales
y patatas (De Bree et al., 1997). La deficiencia de folatos en la dieta aumenta
el riesgo de padecer enfermedades cardiovasculares (Van Guelpen et al.,
2005), defectos del tubo neural (De Wals et al., 2007), cancer colorrectal
(Cole et al., 2007) y artritis reumatoide (Khanna et al., 2007). Sin embargo, el
contenido de las diferentes formas de folatos y su distribucion y estabilidad en
verduras, frutas y cereales depende de numerosos factores como pueden ser

los genéticos, condiciones de cultivo y manejo durante la cosecha y
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poscosecha, procesado industrial y condiciones de almacenamiento (Scott et
al., 2000).

Los folatos constituyen uno de los compuestos bioactivos presentes en los
tomates que son considerados beneficiosos para la salud, especialmente en la
prevencion de enfermedades cardiovasculares (Willcox et al., 2003). Aunque
los tomates no se consideran generalmente como una fuente importante de
folatos en la alimentacion humana, dado su gran consumo en casi todos los
tipos de dietas y culturas, pueden contribuir a su aporte de manera
significativa (Willcox et al., 2003). Se han realizado algunos estudios sobre el
contenido de folatos en tomates, observandose que la variedad de tomate
influye significativamente sobre el contenido (Olivares et al., 2004). Sin
embargo, son muy escasas las investigaciones sobre la influencia de la
maduraciéon y el procesado industrial sobre el contenido de folatos en el
tomate y sus productos derivados. Periago et al. (2009) observaron que el
contenido de 5-MTHF disminuye a lo largo de la maduracién del tomate con
valores que oscilan entre 4y 13.56 pg/100 g en tomates verdes; entre 2.37y 7
pg/100 g en tomates rosados, y entre 1.93 y 6.44 ug/100 g en tomates rojos.
En las tres variedades estudiadas, el contenido de folato disminuy6o en mas de
un 50% desde la forma verde a la roja. Este mayor contenido de 5-MTHF en los
tomates verdes que en los maduros puede ser debido a que este compuesto es
necesario para la puesta en marcha del aparato fotosintético, ya que
interviene en la sintesis de S-adenosilmetionina, sustancia que produce la
metilacion de enzimas que intervienen en la fotosintesis (Gambonet et al.,
2001). En cuanto al efecto del tratamiento térmico, Indrawati et al. (2004)
observaron que los folatos permanecen relativamente estables hasta 120 °C.
Ademas observaron que los antioxidantes, especialmente el acido ascorbico,
tienen un efecto protector retrasando la degradacion de los folatos durante el

tratamiento térmico.
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2.4.3. Biodisponibilidad y absorcion de los folatos

Los mamiferos no son capaces de sintetizar folatos ya que no pueden
sintetizar el anillo de pteridina. Los folatos se obtienen de la dieta o a partir
de los microorganismos del tracto gastrointestinal (Arya y Pavitra, 2012). En el
estomago, parte de los folatos pueden ser degradados debido al acido péptico.
Para que los folatos sean absorvidos, estos deben ser previamente digeridos
hasta su forma monoglutamica por la enzima intestinal folato conjugasa,
exopeptidasa activada por zinc que se encuentra en el borde en cepillo. Esta
es una etapa limitante en la absorcion de folatos (Shafizadeh et al., 2007).
También participa una segunda enzima, una endopeptidasa que se encuentra
en los lisosomas de las células intestinales, aunque su funcidén es todavia
desconocida (Tyagi et al., 2011). Los monoglutamatos estan presentes en la
circulacion portal, y en el higado se transforman en derivados poliglutamicos

que son almacenados o que pasan al torrente sanguineo (Arya y Pavitra, 2012).

3. ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

El término antioxidante define cualquier sustancia que, estando presente
a una concentracion mas baja comparada con la de un sustrato oxidable,
inhibe o retrasa de un modo significativo la oxidacion de ese sustrato (Halliwell
y Gutteridge, 1999).

La dieta humana contiene gran cantidad de compuestos con actividad
antioxidante, que son aportados principalmente por alimentos de origen
vegetal tales como frutas, verduras, aceites vegetales, semillas, etc. Entre
estos componentes de la dieta encontramos nutrientes antioxidantes como la
vitamina C, la vitamina E y los carotenoides, y antioxidantes que no se
consideran nutrientes, entre los que destacan los compuestos fenolicos (Lloret

et al., 1999). Hay que considerar también el papel de determinados

M1



Revision Bibliogrdfica

conservantes como el Esg (L-ascorbato), E3p (ascorbato sodico), Esgs (mezcla
de tocoferoles), E3;o (butilhidroxianisol o BHA) o E3p; (butilhudroxitolueno o
BHT), que constituyen una fuente importante de antioxidantes en nuestra
dieta (Ramon et al., 1997). No obstante, hay datos que indican la posible
toxicidad del BHA y el BHT (Moure et al., 2001).

Gran parte de la investigacion sobre antioxidantes naturales se ha
centrado en el estudio de compuestos fendlicos como son los flavonoides y
acidos hidroxicinamicos debido a su importante contribucién en la actividad
antioxidante de muchos vegetales. En este sentido, Periago et al. (2009)
describen que la actividad antioxidante hidrofilica durante la maduracion del
tomate esta determinada mayoritariamente (95%) por el contenido de fenoles
totales y flavonoides. Debido a su estructura, los compuestos fenoélicos son
muy eficientes inactivadores de radicales peroxilo (Halliwell, 1992; Aruoma,
1999). Ademas, la accion antioxidante de estos compuestos esta relacionada
con su capacidad para reducir y quelar el hierro férrico que actia como
catalizador en la peroxidacion lipidica (Gazzani et al., 1998). Segin estudios
realizados por Martinez-Valverde et al. (2002) mediante el método DPPH,
compuestos como la quercetina y los acidos clorogénico y ferllico pueden
considerarse con baja actividad antioxidante, mientras que el acido cafeico se
considera como un acido hidroxicinamico con actividad antioxidante media.
Asimismo, estos autores observaron que la capacidad antioxidante de los
extractos de tomate se correlacionaba principalmente con el contenido en

compuestos fendlicos totales, acido ferulico y cafeico.

Recientemente esta aumentando el interés sobre la posible funcion
antioxidante de los folatos (Gliszczynska-Swiglo et al., 2007; Higashi-Okai et
al., 2006). El acido félico ha mostrado un efecto antioxidante in vitro que
podria ser beneficioso para la salud (Joshi et al., 2001). Ademas, el
tetrahidrofolato y el [65]-5-MTHF son considerados los compuestos mas activos
inhibiendo la peroxidacion lipidica in vitro (Rezk et al., 2003). Merola et al.

(2013) han observado diferencias entre la actividad antioxidante de distintos
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esteroisomeros de 5-MTHF, lo cual deberia ser considerado cuando se utilizan

folatos sintéticos para el enriquecimiento de alimentos.

Ademas de los compuestos fenolicos y los folatos, los carotenoides tienen
actividad antioxidante que es proporcionada por la cadena hidrofébica de
unidades de polieno que tienen la capacidad de inactivar el oxigeno-singlete
('0;), neutralizar radicales sulfenilo y combinarse con radicales peroxilo
estabilizandolos (Palace et al., 1999). Las evidencias epidemioldgicas ponen de
manifiesto la importancia de los carotenoides y principalmente del licopeno,
en la disminucion de la incidencia de algunas enfermedades (Willcox et al.,
2003; Sharoni y Levi, 2006; Mordente et al., 2011). Este efecto se basa en la
principal propiedad bioldgica del licopeno, que es la de actuar como sustancia
antioxidante al reaccionar con agentes oxidantes, reduciendo la reaccion de
oxidacion tanto in vitro como in vivo, al eliminar estos agentes de los sistemas
biologicos o al detener la formacion de radicales libres (Britton, 1995) por los
mecanismos citados anteriormente. Se ha determinado que el 5-cis-licopeno es
el isomero mas estable, seguido del all-trans-licopeno (Mordente et al., 2011).
Sin embargo, el primero presenta la mas alta actividad antioxidante, mientras
que el isdmero all-trans posee la menor capacidad antioxidante (Chasse et al.,
2001). Ademas, los isomeros cis presentaron valores TEAC (Trolox equivalent
antioxidant capacity) significativamente mayores en comparacion con los

correspondientes isdbmeros all-trans (Bohm et al., 2002).

Se ha observado que el licopeno puede actuar sinérgicamente con otros
compuestos naturales como la vitamina E, inhibiendo la proliferacion celular
en el carcinoma de prostata (Pastori et al., 1998). El tomate también contiene
vitamina E (a- y y-tocoferol), y aunque su contenido es bajo (1-3 mg/kg)
(Grolier, 1999), puede contribuir a la actividad antioxidante del tomate.
Fuhrman et al. (2000), observaron que la combinacién de licopeno con
vitamina E produce un efecto antioxidante sinérgico sobre la oxidacion de las
LDL. Sin embargo, los mecanismos por los que se producen estos efectos

sinérgicos son escasamente conocidos (Kotikova et al., 2011).
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Diferentes autores (Cano et al., 2003; Toor y Savage, 2005; Periago et al.,
2009; Kotikova et al., 2011), han mostrado que la actividad antioxidante del
tomate esta determinada principalmente por los antioxidantes hidrofilicos
(acido ascorbico y compuestos fenolicos), siendo el acido ascorbico el de
mayor contribucion a la actividad antioxidante hidrofilica. Sin embargo, los
antioxidantes de caracter lipofilico (principalmente carotenoides y vitamina E)
presentan relativamente menor actividad antioxidante y, por tanto, en el
tomate fresco la actividad antioxidante hidrofilica tiene mucho mayor impacto
sobre la actividad antioxidante total en comparacion con la actividad

antioxidante lipofilica.

Segun Jacob et al. (2010), en productos procesados de tomate con bajo
contenido de vitamina C, la actividad antioxidante estd determinada
principalmente por los antioxidantes fenodlicos. Debido a que el contenido en
compuestos fenolicos individuales depende de diversos factores tanto
agronomicos como tecnologicos, el contenido de flavonoides totales y
compuestos fenolicos totales puede ser considerado un indicador de la

actividad antioxidante de estos productos.

4. CAMBIOS EN EL CONTENIDO DE COMPUESTOS BIOACTIVOS Y
ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE PRODUCIDOS DURANTE EL PROCESADO
TECNOLOGICO

Generalmente, los productos procesados derivados del tomate presentan
una mayor proporcion de licopeno como consecuencia de la concentracion,
deshidratacion y calentamiento aplicados durante el procesado industrial
(Takeoka et al., 2001, Dewanto et al., 2002; Garcia-Alonso et al., 2009; Jacob
et al., 2010), aumentando incluso su biodisponibilidad al romper la integridad
de la matriz celular del tomate mediante homogeneizacion mecanica y

permitiendo su liberacion (Van het Hof et al., 2000). La Tabla 6 muestra la
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cantidad de licopeno presente en el tomate y sus productos derivados, asi
como su contribucion a la ingesta total de licopeno en la dieta de acuerdo a la

racion habitual de cada uno de estos alimentos.

Tabla 6. Contribucion del tomate y sus productos procesados a la ingesta de licopeno en
la dieta (Periago et al., 2001).

Alimento Tipo mg/100g Racion mg/racion

Tomates Frescos 3.1-7.74 130 g 4.03-10.06
Tomates Enlatados 11.21 125¢g 14.01
Zumo de tomate Procesados 7.83 240 mL 19.58
Sopa de tomate Concentrado 3.99 245 ¢ 9.77
Pasta de tomate Enlatado 30.07 30g 9.02
Salsa de tomate Procesado 9.28 40g 3.71
Ketchup Procesado 16.60 20g 3.32
Salsa de espagueti Procesado 17.50 125¢g 21.88
Salsa de pizza Enlatada 12.71 125¢g 15.89
Salsa de pizza En la pizza 32.89 30¢ 9.87

El efecto del procesado sobre el contenido de licopeno depende
directamente de la exposicion tiempo-temperatura. El tratamiento térmico
suave, como el utilizado en la produccion de zumo de tomate, y el cocinado de
los alimentos conllevan a obtener concentraciones similares de licopeno total
(expresadas en peso seco) (Shi et al., 2003; Roldan-Gutiérrez y Luque de
Castro, 2007; Garcia-Alonso et al., 2009). Sin embargo, si se ha observado
degradacion del licopeno y otros carotenoides debido a su oxidacion producida
como consecuencia de tratamientos térmicos intensos (mas de 100 °C) y
prolongados (Jacob et al., 2010). Este es el caso del procesado del tomate en
forma de pasta, ya que requiere largos tiempos de calentamiento. En cuanto a
la isomerizacion, se recogen diferentes resultados en la literatura cientifica
dependiendo de las condiciones de procesado estudiadas. Roldan-Gutiérrez y
Lugue de Castro (2007) describieron un aumento significativo de la
concentracion de isomeros cis durante el procesado, aunque Shi et al. (2003)
observaron que este aumento solo se produce durante la primera hora de

calentamiento, ya que después disminuyen. Otros investigadores por el
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contrario sugieren que el licopeno es relativamente estable a las reacciones de
isomerizacion producidas durante el procesado térmico (Abushita et al., 2000;
Takeoka et al., 2001; Seybold et al., 2004; Jacob et al., 2010).

Desde el punto de vista nutricional, la formacidon de isomeros cis puede
resultar beneficiosa ya que varios estudios han demostrado que son mejor
absorbidos por el organismo humano que las formas trans (Boileau et al.,
2002). En el caso de que se produjera isomerizacion durante el procesado del
tomate, el licopeno podria ser mejor absorbido en productos que han sido
sometidos a tratamiento térmico que en productos crudos. Este aumento en la
biodisponibilidad, también se ve favorecido por el hecho de que el
calentamiento facilita la liberaciéon del licopeno debido a la rotura de las
paredes celulares, lo cual debilita las fuerzas de union entre el licopeno vy los
tejidos vegetales, y aumenta el area disponible para la digestion (Dewanto et
al., 2002; Seybold et al., 2004; Xianquan et al., 2005). Por tanto, el control
del tiempo y la temperatura de tratamiento parecen ser claves para conseguir
unas condiciones de procesado Optimas que favorezcan la formacion de
isomeros cis en alimentos a base de tomate, sin que se produzca degradacion

de licopeno.

Capanoglu et al. (2008) estudiaron los cambios producidos en la actividad
antioxidante y en los principales compuestos bioactivos durante la produccion
de pasta de tomate. En general, estos autores observaron una modesta
disminucion tanto de la actividad antioxidante hidrofilica como lipofilica,
aunque la mayor parte de sustancias antioxidantes se encontraron en los
extractos hidrofilicos, siendo la mas importante la vitamina C seguida por los
compuestos fenolicos (rutina, acido clorogénico y naringenina chalcona). ELl
contenido en compuestos fenolicos totales, estimado utilizando el método
Folin-Ciocalteu, no varid6 de forma significativa durante el procesado. Sin
embargo, cuando analizaron los flavonoides mas importantes presentes en el
tomate (naringenina chalcona, naringenina, rutina y rutina apiosido) estos
aumentaron mas del doble tras la etapa de rotura del fruto, aunque

posteriormente este incremento se revirtio tras la etapa de retirada de pieles
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y semillas, dando como resultado niveles similares de estos flavonoides en la
pasta y en el tomate fresco. Al contrario de lo ocurrido con los flavonoides, el
contenido de acido clorogénico, principal acido hidroxicinamico presente en el
tomate, no aumento tras la etapa de rotura del fruto con respecto al fruto
original (Capanoglu et al., 2008). Por el contrario, Gahler et al. (2003) y Jacob
et al. (2010), observaron que el tratamiento térmico produce un incremento
significativo de compuestos fenolicos totales y flavonoides totales en el puré
de tomate, principalmente debido a la rotura de la estructura celular lo que

permite una mejor extraccion de estos compuestos.

Otro cambio producido en los flavonoides durante el procesado, fue la
conversion de la naringenina chalcona en su forma isomérica flavanona
naringenina (Dey y Harborne, 1993). Al final del procesado, la chalcona es
indetectable en la pasta de tomate mientras que la naringenina representa el
11% de naringenina total/naringenina chalcona presente en el fruto (Capanoglu
et al., 2008). Seglun estos Ultimos autores, existen dos etapas del procesado
industrial que afectan especialmente al contenido de sustancias bioactivas.
Primero, la etapa en que se efectla la retirada de piel y semillas es donde se
producen los mayores cambios. Estos incluyen una gran reduccion en el nivel
de muchos flavonoides y alcaloides con respecto al contenido en el fruto
fresco. La segunda etapa importante es la de rotura del fruto. Tras esta etapa,
el contenido de muchos flavonoides y algunos alcaloides aumentan dos o tres
veces. Sin embargo, se observa una ligera disminucién de la actividad
antioxidante debido a que la vitamina C, que es el antioxidante mayoritario,

disminuye durante esta etapa del procesado.

La pérdida de vitamina C se debe principalmente a su degradacion
quimica que se produce por la oxidacion del acido ascorbico a acido
dehidroascorbico, seguido de una hidrolisis a acido 2,3-dicetogulonico y su
posterior polimerizacion para formar otros productos sin valor nutricional
(Gregory, 1996) . Debido a que el calor acelera el proceso de oxidacion del
acido ascoérbico, el procesado térmico produce pérdidas en el contenido de

vitamina C de frutas y verduras (Gregory, 1996; Dewanto et al., 2002; Gahler
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et al., 2003, Capanoglu et al., 2008). Estos ultimos autores observaron que
conforme aumenta el tiempo de calentamiento y las etapas de procesado
disminuye el contenido de vitamina C en distintos productos de tomate (zumo
de tomate, tomates asados, salsa de tomate y sopa de tomate). Debido a la
mayor intensidad del tratamiento térmico necesario para la obtencion de pasta
de tomate, se produce una pérdida gradual y significativa de vitamina C de un
50% (Capanoglu et al., 2008).

La pérdida de folatos durante el procesado, almacenamiento y cocinado
depende principalmente de la temperatura aplicada asi como de la presencia
de oxigneo y de la exposicion a la luz. Por tanto, los tratamientos con agua
caliente y vapor a altas temperaturas pueden conllevar importantes pérdidas
en el contenido de este micronutriente. Por el contrario, la pasterizacion a

bajas temperaturas no parece causar importantes pérdidas (Stea et al., 2006).

Por todo ello, seria de gran importancia la recuperaciéon de flavonoides y
carotenoides de la fraccion de piel y semillas que se desecha, ya que podrian
constituir una fuente de ingredientes funcionales para la industria alimentaria
(Peschel et al., 2006).

5. CARACTERIZACION DE SUBPRODUCTO DEL PROCESADO DEL
TOMATE: FIBRA DIETETICA DE TOMATE

La produccion de tomate destinada a procesado en la Union Europea
durante el ano 2012 se estimé en 8.450 mil toneladas (WPTC, 2013),
produciendo una elevada cantidad de residuos solidos (pieles y semillas) que
representan un gran problema medioambiental. Investigaciones recientes
afirman que los residuos de tomate constituyen una fuente importante de
nutrientes como son carotenoides, compuestos fenolicos, proteinas, azUcares,

fibras, ceras y aceites (75% de acidos grasos insaturados). Entre los principales
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compuestos bioactivos extractables de los residuos procedentes del procesado
de tomate se encuentran el licopeno y la fibra de tomate. Asi, la piel del
tomate es mas rica en licopeno que la pulpa, 11 mg/100 g de licopeno en la

pulpa 'y 54 mg/100 g en la piel (George et al., 2004).

El residuo del procesado de tomate se define como una materia prima
secundaria, siendo posible proporcionarle un valor anadido tras la aplicacion
de ciertos procesos tecnologicos que permiten obtener compuestos bioactivos.
Uno de estos residuos es la fibra dietética de tomate que se obtiene de las
pieles de tomate secadas, molidas y homogeneizadas y que contiene alrededor
de un 75% de fibra dietética total (FDT) (Anénimo, 2009). Dado que la fibra de
tomate presenta, ademas, un alto contenido en antioxidantes (compuestos
fenolicos y licopeno), ésta podria ser utilizada como un ingrediente interesante
en la industria alimentaria como colorante natural o espesante, asi como en la
industria farmacéutica y cosmética, reduciendo la contaminacion
medioambiental asociada a la acumulacion de residuos del procesado del

tomate.

Desde el punto de vista nutricional, la fibra dietética esta constituida
por sustancias de origen vegetal, hidratos de carbono o derivados de los
mismos, excepto la lignina, que resisten la hidrolisis por los enzimas digestivos
llegando intactos al colon donde algunos pueden ser hidrolizados vy
fermentados por la microbiota intestinal (Escudero Alvarez y Gonzalez
Sanchez, 2006). La fibra dietética se clasifica por su solubilidad en agua en:
fibra dietética soluble e insoluble, con propiedades funcionales y efectos
fisioldgicos distintos. Las fibras solubles en contacto con el agua forman un
reticulo donde queda atrapada, originandose soluciones de gran viscosidad. Los
efectos derivados de la viscosidad de la fibra son los responsables de sus
acciones sobre el metabolismo lipidico, hidrocarbonado y en parte su potencial
anticarcinogénico. Las fibras insolubles son capaces de retener, normalmente,
muy poca cantidad de agua en su matriz estructural formando mezclas de baja
viscosidad; esto produce un aumento de la masa fecal que acelera el transito

intestinal. Es la base para utilizar la fibra insoluble en el tratamiento y
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prevencion de la constipacion cronica. Por otra parte, también contribuye a
disminuir la concentracion y el tiempo de contacto de potenciales

carcinoégenos con la mucosa del colon (Kin, 2000).

Los efectos beneficiosos de la fibra dietética total (FDT) sobre la salud y
el organismo estan bien documentados; un elevado consumo de FDT ha sido
asociado con una disminucién de la incidencia de enfermedades comunes en
paises desarrollados como son trastornos intestinales, obesidad, diabetes,
enfermedad cardiovascular, y cancer (Bessesen, 2001; Kris-Etherton et al.,
2002; Johnson, 2004). A pesar de ser bien conocidos sus beneficios, en la
actualidad en los paises desarrollados existe una baja ingesta de fibra dietética
entre la poblacion general. Segun los datos obtenidos de la Encuesta Nacional
de Ingesta Dietética Espafola 2011 (AESAN, 2011), las ingestas de fibra estan
comprendidas entre 17 y 21 g/dia. Los objetivos nutricionales finales de la
Sociedad Espanola de Nutricion Comunitaria para la poblacion espafola (2001),
al igual que el Panel NDA (Panel on Dietetic Products Nutrition, and Allergies)
de EFSA (2010), establecen una ingesta recomendable de 25 g/dia. Al
comparar la ingesta habitual con estos valores de referencia soélo entre el 1,5%
y el 6,8% de la poblacion llega a cubrir estas recomendaciones. Si se toman
como referencia las ingestas adecuadas del Institute of Medicine, EEUU (2005)
el 100% de la poblacion estaria con ingestas por debajo de las recomendadas.
Aunque no existen todavia datos concluyentes sobre la ingesta recomendada
de los distintos tipos de fibra, se recomienda una relacion fibra

insoluble/soluble entre 1.5y 3 (Moreiras et al., 2010).

La fibra dietética obtenida de vegetales ricos en compuestos fenolicos ha
sido considerada como una fuente dietética de estos antioxidantes (Saura-
Calixto, 1998). Sin embargo, debido a que los compuestos fendlicos se
encuentran unidos a la pared celular y que el licopeno esta dentro de los
cromoplastos, la cuantificacion de estos compuestos requiere la aplicacion de
técnicas de extraccion para mejorar la caracterizacion de los subproductos
vegetales. La extraccidon tradicional de polifenoles de la pared celular se

realiza generalmente mediante maceracion. Sin embargo, con esta técnica se
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obtiene una baja extracciéon. Se han descrito otros procesos para mejorar la
extraccion como por ejemplo el uso de enzimas y ultrasonidos, pero no existen
datos de la utilizacion de estas técnicas de extraccion en fibra procedente de

tomate.

5.1. Propiedades Funcionales y Tecnologicas de la Fibra

Dietética

La fibra dietética presenta diferentes propiedades funcionales vy
tecnologicas denominadas asi por su asociacion a los efectos deseables en los
productos alimentarios y con efectos fisiologicos benéficos en el organismo
(Ramirez y Pacheco de Delahaye, 2009; Matos-Chamorro y Chambilla-Mamani,

2010), entre ellas destacan las propiedades que se describen a continuacion:

Tamano de particula

Dependiendo de la granulometria de la fibra, sera el tipo de alimento o
proceso en el cual se incorporara. La fibra fina (de tres a cinco micrometros)
puede emplearse como sustituto de grasas, las de mayor tamano se aplican en
hojuelas de maiz y en productos donde su textura lo permita (Cruz, 2002).
Fuertes (1998) sefnala que el tamano ideal de particulas de fibra para consumo
humano se ubica en un rango de 50 a 500 pym; tamanos mayores pueden
afectar la apariencia del producto e impartir una sensacion fibrosa dificultando
la masticacion y deglucion, tamafos menores pueden presentar problemas en
la hidratacion al favorecerse la formacion de grumos, ocasionar
apelmazamiento y por lo tanto compresion del producto. En un estudio
realizado por Sangnark y Noomhorm (2003) especificamente con bagazo de
cana, se encontré que una disminucion en el tamano de particula puede tener
influencia en el incremento de la densidad y podria reducir la capacidad de
retencion de agua y de ligar aceite (debido posiblemente a la ausencia de una

estructura matricial proporcionada por la celulosa, entre otros factores); en
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consecuencia, se afecta fisiologicamente el transito intestinal al decrecer el

volumen de la masa fecal.

Capacidad de retencion de agua

Las propiedades de hidratacion de la fibra dietética se refieren a su
habilidad de retener agua dentro de su matriz, propiedades que dependen en
gran medida de la naturaleza fisicoquimica de los constituyentes de la fibra.
Estan determinadas fundamentalmente por su contenido en polisacaridos
solubles (pectinas, gomas, mucilagos y hemicelulosas solubles), mientras que
la celulosa, hemicelulosa insoluble, lignina y otros componentes relacionados
con la fibra insoluble tienen una influencia limitada sobre estas propiedades
(Figuerola et al., 2005). Por tal razon, los alimentos ricos en fibra soluble
como frutas y verduras presentan mayor capacidad de hidratacién que los

cereales (Ramirez y Pacheco de Delahaye, 2009).

Estas propiedades de hidratacion de la fibra dietética determinan el nivel
optimo de uso en los alimentos debido a la textura que se desea obtener
(Raghavendra et al., 2006). Las propiedades de hidratacion de un ingrediente
rico en fibra son cruciales para su aplicacion satisfactoria en alimentos que
seran sometidos a estrés fisico, como sucede, por ejemplo, en la extrusion de
cereales (Wong y Cheung, 2005) y en productos horneados a los que esta

propiedad confiere un efecto de frescura y suavidad (Cruz, 2002).

La retencion de agua afecta a la viscosidad de los productos facilitando o
dificultando su procesamiento. La viscosidad que imparte la fibra dietética es
una propiedad importante en la tecnologia de alimentos y se asocia a las fibras
solubles (pectinas, hemicelulosas, gomas), las cuales pueden ser usadas como

agentes espesantes y gelificantes (Dongowski et al., 2005).
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Entre los factores que influyen en la capacidad de retencion de agua en la
fibra, se encuentran el tamafno de particula, el pH y la fuerza idnica (Baquero
y Bermuidez, 1998).

Capacidad de retencion de aceite

La capacidad de retencion de aceite, es la maxima cantidad de aceite, en
gramos, que puede ser retenida por gramo de material seco en presencia de un

exceso de aceite bajo la accion de una fuerza (Scheeman, 1987).

Segun Villarroel et al. (2003), la capacidad de adsorcion de aceite en la
fibra dietética esta relacionada con la composicion quimica, asi como con el
tamano y area superficial de las particulas de fibra, y se ha determinado que
las fibras insolubles presentan mayores valores de adsorcion de aceite o
moléculas organicas que las solubles, tanto por su contenido de lignina como

por su mayor tamano de particula, sirviendo como emulsionante.

La adsorcidon de aceite es importante en la tecnologia de alimentos, en
productos congelados precocidos listos para freir, en galletas y en algunos
platos a base de cereal (Ramirez y Pacheco de Delahaye, 2009). La retencion
elevada de aceite imparte jugosidad y mejora la textura de los productos
carnicos, en cambio una baja retencion proporciona una sensacion no grasosa

en productos fritos (Peraza, 2000).

Capacidad de formar emulsiones

La capacidad de formar emulsiones depende del balance de los grupos
hidrofilicos y lipofilicos presentes en los componentes de la fibra (Khalid et
al., 2003). No obstante, en las fibras estas propiedades han sido poco
estudiadas. Se sabe que tanto la actividad de emulsion como la estabilidad de

la misma obtenidos con harinas de algunas frutas son inferiores a los
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reportados en harinas de leguminosas (Ramirez y Pacheco de Delahaye, 2009),
por lo cual no se recomienda su uso en productos donde se requiera la
formacion de una buena emulsion, tales como salsas, cremas, analogos de

grasa.

Capacidad de intercambio de cationes

La fibra considerada en su conjunto es capaz de captar cationes, siendo
en principio el grupo funcional responsable el carboxilo del acido urdnico,
pudiendo ser también favorecedores de esta quelacion mineral las fibras con
grupos fendlicos o residuos sulfatos. Destacan en esa capacidad las pectinas y
alginatos. En menor grado otros constituyentes de células vegetales, como
fitatos, silicatos y oxalatos también pueden quelar cationes divalentes. Entre
estos cationes destacan calcio, magnesio, hierro, cobre y cinc (Mataix y
Gassull, 2009).

Esta propiedad puede estar ligada a la adsorcion de minerales y depende
fundamentalmente del medio en que estén las fibras (fuerza ionica, pH). Las
fibras de hortalizas se comportan como algunas resinas de bajo intercambio de
cationes mono funcionales debido a la presencia de acidos galacturonicos en
las paredes primarias y glucurénicos en las paredes secundarias. La capacidad
de intercambio de cationes de las hortalizas es superior a la de los cereales
(0.5 a 3.2 meq/g) (Tirilly y Bourgeois, 2002).

No obstante lo dicho, se puede hablar de cierto aumento de la
disponibilidad mineral, ya que la produccion de acidos grasos de cadena corta
que disminuye el pH luminal, puede conducir a un aumento de iones calcio y
magnesio solubles que pueden ser absorbidos por difusion pasiva. Asimismo, en
el proceso de fermentacion se pueden liberar a nivel colonico minerales que
estaban unidos a la fibra, tales como calcio, magnesio y hierro, dado que
alimentos ricos en fibra se caracterizan por tener un elevado contenido de

elementos minerales (Mataix y Gassull, 2009).
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Presion osmotica

La osmolaridad de una solucion de polisacaridos medida en un
osmometro se utiliza como indicador con el que se puede evidenciar la
ausencia de posibles problemas diarréicos asociados al consumo de fibra
dietética (Lopez, 1995). Al comparar los valores de osmolaridad de las
muestras con las del medio interno (302 mOsm/kg H,0) (Jiménez-Vargas y
Macarulla, 1975) se puede suponer la imposibilidad que presentan las muestras
estudiadas para captar agua del medio interno del organismo por si solas y

ocasionar problemas diarreicos.

Distintos tipos de fibra dietética de alcachofa presentaron valores bajos

de osmolaridad que oscilan entre 8 y 65 mOsm/kg H,0 (Lopez, 1995).

Indice de retardo de difusién de glucosa

Esta demostrado que la incorporacion de polisacaridos viscosos en las
comidas, disminuye la glucemia sin que exista un incremento paralelo de la

secrecion de insulina (Jekins et al., 1977; Anderson 1989).

Los mecanismos por los que la fibra interviene en la absorcion de
nutrientes en el tracto gastrointestinal son la prolongacion del tiempo de
vaciado gastrico y el retardo en la absorcidon de nutrientes. Las dietas con altos
niveles de hidratos de carbono son voluminosas, lo que hace que se requieran
largos tiempos de digestion y de vaciado gastrico (Eastwood, 1992; Eastwood y
Morris, 1992). El retraso en la absorcion de nutrientes se basa en el hecho de
que polisacaridos viscosos pueden impedir los movimientos de conveccion del
intestino (por el que los nutrientes por accion de las contracciones intestinales
se acercan al epitelio) y los de difusion a través del epitelio intestinal. Junto a
estos efectos, la fibra puede ocasionar una inadecuada mezcla del contenido
intestinal e impedir el acceso de los enzimas digestivos a sus sustratos (Ink y

Hurt, 1987; Eastwood, 1992). La acciéon combinada de estos dos mecanismos
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posibilita la reduccion de los niveles de glucosa postpandrial en sangre
(Jenkins, 1988).

Adiotomre et al. (1990) establecen el “indice de retardo de difusion de
glucosa” como una medida in vitro que indica el efecto bioldgico potencial de

la fibra en la absorcion de glucosa por el organismo.
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Antioxidant bioactive compounds in selected industrial

processing and fresh consumption tomato cultivars

Veronica Garcia-Valverde, Inmaculada Navarro-Gonzalez, Javier Garcia-Alonso y
Maria Jesus Periago.

Food and Bioprocess Technology
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Abstract

Four selected fresh consumption tomato varieties, harvested at different
ripening stages (green, breaker, pink, red) and five industrial processing tomato
varieties, harvested at red ripe stage, were analysed for lycopene and its
isomers, B-carotene, total and individual phenolics, vitamin C and hydrophilic
antioxidant activity. Tomato variety and ripening stage significantly affected
carotenoids, total phenolic compounds and hydrophilic antioxidant activity when
fresh consumption tomatoes were compared. The average of total lycopene
content at the different ripening stages was 0.63, 12.20, 26.76 and 116.66
mg/kg of fresh weight (FW). Vitamin C ranged from 2.79 (breaker Cherry Pera)
to 297.62 (red Cherry Pera) mg/kg FW. In green and breaker tomatoes, a
positive correlation of hydrophilic antioxidant activity with vitamin C and
chlorogenic acid was observed. However, in industrial tomato varieties (red ripe
stage) and fresh consumption varieties harvested at pink and red stages,
hydrophilic antioxidant activity was correlated with total phenolics and rutin.
Tomato varieties for industrial processing did not show significant differences in
total phenolic compounds and lycopene content. Lycopene ranged from 83.17 to

97.60 mg/kg FW, while total phenolic compounds varied between 257.91 and
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284.13 mg/kg FW. Chlorogenic acid and rutin were the most abundant individual
phenolics found in all the samples studied. Moreover, the content of total
phenolics was always significantly correlated with the content of rutin. The
amounts of all individual phenolics were affected by variety, with the exception
of ferulic acid. Generally, these individual phenolics were more abundant in

green and intermediate ripening stages, decreasing in full red tomatoes.
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PUBLICACION 2

Changes in bioactive compounds and antioxidant activity
during homogenization and thermal processing of tomato

puree

Dario Pérez-Conesa, Javier Garcia-Alonso, Veronica Garcia-Valverde, Maria-
Dolores Iniesta, Karin Jacob, Luis Manuel Sanchez-Siles, Gaspar Ros y Maria Jesus
Periago.

Innovative Food Science and Emerging Technologies

April 2009, Volume 10, Issue 2, Pages 179-188
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http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/51466856408001148

Abstract

The effect of homogenization and thermal processing on a number of bioactive
compounds (carotenoids, total phenolics, ascorbic acid and folates) in both raw
tomato puree (RTP) and “hot break” tomato puree (HTP) was investigated. RTP
and HTP were homogenized in either one or two-steps, followed by
pasteurization at 98 °C for 40 s. Additionally, HTPwas pasteurized in parallel at
98 °C,108 °C and 128 °C. In general, homogenization had no effect, but changes
were observed after pasteurization (98 °C for 40 s). Carotenoids were relatively
resistant to thermal degradation,whereas total phenolic content and ascorbic
acid significantly decreased. However, a higher content of folates was
determined in the homogenized and pasteurized samples due to their higher
extraction from the subcellular compartment. The increase in pasteurization
temperatures of the HTP up to 128 °C led to a decrease of ascorbic acid, total
phenolic compounds and folates. In conclusion, homogenization and
pasteurization at 98 °C for 40 s improves the nutritional value of tomato puree,

increasing the extractability of the folates and maintaining the carotenoid
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content. Industrial relevance: Unlike other vegetables, the tomato is a staple
food that is not frequently homogenized by the processing industry, although
homogenization could improve product quality. This is why we explored this
technique, using one-step and two-step homogenization. The tomato and
vegetable processing industry frequently pasteurizes at a constant flow rate,
meaning constant heating time. In this study, we employed three different
temperatures, using the same time of exposure, to cover different situations in
the food industry. Depending on the product’s thickness, an increase in the
temperature might be needed to reduce any microbiological hazard in the final
product. Homogenization followed by pasteurization at 98 °C for 40 s resulted in
a greater improvement of the nutritional value of tomato puree in all situations
tested.
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Abstract

Tomato processing residue is defined as a secondary raw material that can
increase its value, being considered a potential source of dietary fiber and
bioactive compounds. Commercial tomato peel fiber has been analyzed to
ascertain the proximate and nutritional composition (moisture, fat, protein,
dietary fiber, ash, and minerals), the fractions (insoluble, IDF, and soluble, and
SDF) and sugar composition of dietary fiber, functional properties (water
retention capacity, WRC, swelling capacity, SWC, fat absorption capacity, FAC,
glucose diffusion retardation index, GDRI, and osmotic pressure), total
antioxidant activity (AA), and the content of antioxidant bioactive compounds
(phenolic compounds and lycopene). To extract phenolic compounds and dietary
fiber, three methods were assayed in this study: enzyme hydrolysis, maceration,
and ultrasonic assistance. The content of TDF was 84.16%, and the major
fraction was the IDF (71.82%), formed mainly by hemicelluloses. Tomato peel
fiber retained 6.76 g of water/g as WRC, and it was significantly correlated with
the IDF content. In addition, the content of IDF determined the low FAC and
SWC and the GDRI at 60 min (39.22%). The main phenolic compound was rutin,
followed by naringenin, rutin derivatives, and chlorogenic acid derivatives.

These were better extracted using ultrasonic assistance, whereas lycopene
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showed mean values between 3 and 4 mg/100 g. The AA of tomato peel fiber
was low, since the phenolic compounds are mainly bound to the cell wall of
plant, showing a low capacity for scavenging radicals. Due to its chemical profile
and functional properties, tomato peel fiber can be used as a food supplement,
improving the different physical, chemical, and nutritional properties of foods.
However the color and flavor of this product must be considered in its
applications to avoid a negative effect on the sensory characteristic of the foods
to which it is added.
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ANEXO PUBLICACION 1

Effects of Cultivar and Ripeness Stage on Folate Content

in Fresh Tomatoes
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Effects of Cultivar and Ripeness Stage on Folate

Content in Fresh Tomatoes

INTRODUCTION

Tomato (Lycopersicon esculentum)
is the plant food with the second-
highest consumption in the world and
has been considered an important
functional food, due to its content of
bioactive compounds (Pennington,
2002). Folates are among the bioactive
compounds in tomatoes that are
considered to be beneficial for human
(Willcox et al., 2003). In fact, folate
deficiency in humans has been
demonstrated to initiate the onset of
several diseases and disorders, such as
megaloblastic anaemia, neural-tube
defects, cancers, and increased
plasma homocysteine concentration,
the latter being associated with an
elevated risk of cardiovascular disease
(Moat et al., 2004; Reynolds, 2006).
Reduced forms of folic acid are
cofactors in the transfer and utilisation
of one-carbon groups; they donate
one-carbon groups in the biosynthesis
of purines, pyrimidines, and DNA and
play a key role in the regeneration of
methionine (Coppede, 2009).
Therefore, knowing the folate contents
of food plants and selecting plant
foods with high folate concentrations
are important. However, the content
of the different folate forms and their
distribution and stability in vegetables,
fruits, and cereals depend on a
number of factors such as genetic
background, growing conditions,
harvest and postharvest handling,
industrial processing, and storage
during shelf life (Scott et al., 2000).
The main objective of the present

investigation was to determine the
content of folates in raw tomatoes,
considering the effect of the cultivar
and on-vine ripeness stages of harvest.

MATERIALS AND METHODS

Folate Analysis

Folates from tomato samples (10
g) were extracted following the
procedure described by Pfeiffer et al.
(1997) and Konings (1999). Samples
were mixed with 25 mL of extraction
buffer (50 mM CHES, 50 mM HEPES,
containing 2% sodium ascorbate and 10
mM  2-mercaptoethanol, pH 7.85)
under a nitrogen atmosphere. The
extraction mixtures in screw-capped
tubes were placed in a boiling water
bath for 10 min, cooled on ice, and
homogenized using an Omnimixer
model 17106 (OMNI, Inc., Waterbury,
CT). Then the pH was adjusted to 4.9
with 6 M HCl, and the samples were
made up to a final volume of 50 mL
with extraction buffer. Enzymatic
deconjugation and purification of
samples was carried out following the
methodology described by Vahteristo
et al. (1996). Thus, an aliquot of 5 mL
was incubated for 3 h at 37 °C under a
nitrogen atmosphere with 1 mL of hog
kidney conjugase prepared from fresh
pig kidneys as described by Gregory et
al. (1984). To inactivate the enzyme,
the samples were boiled for 5 min and
then cooled on ice. The samples were
then filtered through 0.45 pm pore
size, 25 mm diameter nylon disposable
filters (Whatman, Florham Park, NJ)
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and purified in strong anion-exchange
(SAX) cartridges (3 mL/500 mg of
quaternary amine N*, counterion Cl,
no. 52664-U, Bellefonte, PA)
connected to a Supelco 12-port
vacuum manifold (Supelco, Bellefonte,
PA). First, the cartridges were
conditioned with 3 mL of n-hexane
(twice), methanol, and Milli-Q water
and then equilibrated with 3 mL of
purification buffer (0.01M dipotassium
hydrogen phosphate, 0.1% 2-
mercaptoethanol, pH 7.0). Second, the
sample was slowly loaded onto the
cartridge at a rate of <1 mL/min.
Folate was eluted with 2 mL of elution
buffer (10% sodium chloride, 0.1M
sodiumacetate, 1% ascorbic acid) with
a flow rate of < 0.5 mL/min. The
eluted sample was weighed, and the
purified extracts were kept under
refrigeration for no longer than 2 h

before they were placed in the
autosampler and injected. The
extraction, deconjugation, and

purification procedures were carried
out under subdued light to prevent
photodegradation of folates. Folates
were determined using a Merck-Hitachi
7000 (Merck, Darmstadt, Germany)
HPLC equipped with a fluorescence
detector (LaChrom, Merck-Hitachi,
model 7485). A LiChrosphere 100 RP-18
(5 pm) column (Merck), protected with
a guard column (LiChroCART 4-4,
Merck), was used to separate the
folate compounds. The column was
eluted with a gradient of acetonitrile
and 30mM phosphate buffer (potassium
phosphate and orthophosphoric acid
85%, pH 2.2) at a flow rate of 0.9
mL/min. The gradient started at 6%
acetonitrile, which was maintained
isocratically for the first 6 min, and
then the acetonitrile concentration

was increased to 25 % over 24 min and
decreased to 6 % after 5 min. The
injection volume was 40 pL. The
running time was 30 min, and the time
between injections was 40 min.
Fluorescence absorbance, at excitation
and emission wavelengths of 280 and
350 nm, respectively, was used to
detect and quantify the naturally
occurring folate forms present in the
tomato samples, namely, H,-folate, 5-
CHs;-H,-folate, and 5-
formyltetrahydrofolate (5-HCO-H4-
folate). Peak identification was based
on the retention time compared with
standards, and spiking (addition of
standard compounds into the purified
sample extract) to confirm peaks for
any sample in which identification
using the retention time was
inaccurate. (6R,S)-5,6,7,8-
Tetrahydrofolic acid calcium salt (Hg4-
folate), (6R,S)-5-methyl-5,6,7,8-
tetrahydrofolic acid sodium salt (5-
CH;-H,-folate), and (6R,S)-5-formyl-
5,6,7,8-tetrahydrofolic acid sodium
salt (5-HCO-H,-folate) were obtained
from Dr. Schirck’s Laboratories (Jona,
Switzerland). The folate content was
expressed as micrograms per 100 g of
fresh weight in all samples.

The certified reference material
(BCR 485 freeze-dried mixed
vegetables) used for the quality
control of analytical measurement of
total folate content was obtained from
the European Commission, Institute for
Reference Materials and Measurement
(Brussels, Belgium). The indicative 5-
CH;-H4-folate content in BCR 485 was
2.14 mg/kg (Finglas et al., 1999). The
certified material was analyzed in
each set of analyses, and an average
value of 2.10 + 0.09 mg of 5-CH;-H,-

78



Annex |

folate/kg of reference material was
obtained. The precision of the HPLC
analysis including sample extraction,
deconjugation, and purification
showed recoveries of spiked folates on
the three types of samples studied (n =
3) at the level of 50 ng/mL that ranged
from 75 to 100% for H,-folate, from
70 to 99% for 5-CHs;-H4-folate, and
from 80 to 100% for 5-HCO-H,-folate.
The coefficient of inter- and intra-
assay variation for folate analysis was
below 10%. The limits of quantification
were 2.34 ng/mL for H,-folate, 2.67
for 5-CH;-H,-folate, and 34.20 ng/mL
for 5-HCO-H,4-folate.

Statistical Analysis

Results are expressed as mean
value + SD from four replicates based
on fresh weight (FW). An analysis of
variance was used to test the variation
in the content of folates among the
different cultivars of tomato and
ripening stages. Tukey’s pairwise
comparison was used to determine
significant differences between means.
Differences were considered to be
significant for p < 0.05. Statistical
analysis of the data was performed
using the SPSS 15.0 software package
(Chicago, IL).

RESULTS AND DISCUSSION

Fruits and vegetables are good
sources of naturally occurring folate,
primarily 5-CH;-H4-folate. However,
the natural folate content does not
remain constant because it is affected
by cultivar (Jagerstad et al., 2005).
The contents of folates in four
different tomato cultivars destined to
fresh consumption were classified by
their ripeness stages are shown in

Figure 1. 5-CHs;-H,-folate was the only
folate form detected in the different
tomato cultivars; its concentration
showed a great variation ranging from
4.1 to 35.3 pg/100 g of FW depending
on the cultivar and ripeness stage.
Jagerstad et al. (2005) reported that
the variation of folate content in
different cultivars of vegetables did
not exceed 30%, with the exception of
tomatoes. We agree with these authors
because in this study the content of 5-
CH;-H,-folate among all samples
showed variability of >30%. The
Ronaldo cultivar showed a significantly
higher 5-CH;-H4-folate content at all
ripeness stages compared to the other
cultivars evaluated. The content of
folates in Ronaldo samples varied from
21.0 to 35.3 pg/100 g of FW for green
and fully ripe fruits. This is in
agreement with previous investigations
on Ronaldo, Siena, and Copo tomato
cultivars harvested in 2002 (Olivares et
al., 2004; Periago et al., 2008). The
tomato cultivar with the lowest
content in 5-CH;-H,-folate was Cherry
Pera (4.1-7.0 pg/100 g of FW). The
data in Figure 1 show the great
variability in the content of 5-CH;-H,-
folate from the unripe to the fully ripe
stage; but the cultivars studied did not
share a common pattern. Only in
cultivar Cherry Pera the content of 5-
CHs-H4-folate significantly increased
during ripening (from 4.1 to 7.0 ug/100
g of FW, p < 0.0001). On the contrary,
the content of 5-CH;-Hs-folate in
Ronaldo, Zoco, and Pera cultivars
showed a random distribution among
the four ripening stages. However, in
Zoco and Pera cultivars the content of
5-CH;-H,-folate  significantly (p <
0.0001) decreased in the last ripening
stage compared to the previous stage.
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Previous studies have also shown that
folate content drops as tomatoes
ripen, turning from green to red
(Basset et al., 2004; Periago et al.,
2008). Periago et al. (2008), reported
that the folate content decreased by
>50% from green to red tomatoes.

Although folate content may vary
with the maturation process in food
plants, not all tomato cultivars studied
in this investigation followed the trend
reported by other researchers.
Consequently, the effect of ripeness
on the folate content in tomatoes is
not easy to evaluate, as was previously
found by Stralsjo et al. (2003) for the
different maturity stages of
strawberries.

The contents of 5-CH;-H4-folate
in tomato cultivars destined to
industrial processing, Malva and Heinz
(four cultivars) fully ripened on the
vines are presented in Figure 2. The
content of 5-CHs-H,-folate ranged from
9.9 pg/100 g to 5.6 pg/100 g,
corresponding to Malva and H-9776,

respectively. The contents of folates
were similar to those observed in the
red fruits of the cultivars destined to
fresh consumption, except in Ronaldo
cultivar which presented the higher
amount. As has been mentioned
previously, the natural folate content
is affected by cultivar (Jagerstad et
al., 2005), so the knowledge of the
folate content in different tomato
cultivars is very useful for selecting
the best tomato cultivar in order to
obtain tomato products with an added
value for consumers.
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Figure 1. Folate content (5-CH3-H4-folate in pg/100 g of fresh weight) in tomato cultivars
depending on the ripeness stage. All results are means of quadruplicates, and the error bars
show standard deviations. Different letters within each tomato cultivar show significant
differences (p < 0.05) in the folate contents among the four ripeness stages evaluated.
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Figure 2. Folate content (5-CH;-H,-folate in pg/100 g of fresh weight) in tomato cultivars. All
results are means of quadruplicates, and the error bars show standard deviations. Different
letters show significant differences (p < 0.05) in the folate contents among the cultivars.
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En la industria hortofruticola asi como en el procesado de los
vegetales frescos, la calidad ha estado definida principalmente por
aspectos relacionados con las caracteristicas organolépticas. Sin embargo,
en los ultimos anos el valor nutricional y el contenido de compuestos
bioactivos han despertado interés entre los consumidores, apareciendo en
el mercado productos con valor anadido debido a estas caracteristicas. Este
hecho, se ha reflejado también en la industria transformadora de tomate,
siendo la seleccion de la materia prima una herramienta fundamental para
obtener un producto de «calidad, tanto por sus caracteristicas

organolépticas como por su composicion quimica.

Existen un gran nimero de factores que afectan a la composicion
quimica del tomate (Davies y Hobson, 1981; Martinez-Valverde et al., 2002;
Dumas et al., 2003; Minoggio et al., 2003; Wold et al., 2004; Periago et al.,
2009), incluyendo factores genéticos como la variedad del fruto, factores
medioambientales (luz, temperatura, composicion del aire y del suelo) y
practicas de cultivo (estado de maduracién en cosecha, sistema de
irrigacion, fertilizacion). Estos factores afectan también al contenido en
carotenoides y compuestos fenolicos, lo cual explica la gran variabilidad en
el contenido de estos compuestos, que podemos encontrar recogida en la
literatura cientifica. En cuanto a las variedades de tomate, existen
notables diferencias entre los tomates para consumo en fresco y las
variedades de tomates destinadas a su procesado en la industria. En el
primer grupo, se prefieren variedades de piel fina, de forma y color
uniforme, sabor dulce y gran jugosidad. Por el contrario para el procesado,
las caracteristicas de calidad externa, como forma, color y tamafno estan
menos valoradas, siendo mas importantes otros caracteres relativos a la

calidad interna, como acidez, contenido en azlicares y materia seca.

En el primer trabajo hemos estudiado las variaciones en los

compuestos bioactivos antioxidantes (compuestos fendlicos totales e
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individuales, licopeno y B-caroteno), folatos y vitamina C en tomates en
fresco, en funcion de la variedad y el estado de maduracion del fruto,
relacionandolos posteriormente con la actividad antioxidante hidrofilica.
Los resultados de este estudio permiten alcanzar el primer y segundo
objetivo de la presente Tesis Doctoral y resultan de interés para la
industria hortofruticola, dietistas y nutricionistas ya que aportan datos
sobre la influencia de estos dos factores sobre la composicion de
compuestos bioactivos del tomate fresco, permitiendo la obtencion de
productos con un valor anadido que podrian tener efectos beneficiosos para

la salud humana.

El aumento en el contenido de carotenoides durante el proceso de
maduracion del fruto esta directamente relacionado con el incremento de
licopeno en el interior de los plastidos (Fraser et al. 1994; Thompson et al.
2000). En nuestro estudio, tanto el contenido de licopeno total como el de
sus isomeros all-trans y cis aumentaron de forma significativa durante la
maduracién. Estos resultados concuerdan con los descritos por Van den
Berg et al. (2000) que observaron como el licopeno comienza a acumularse
en el estado de maduracion “breaker”, asociado con el aumento de
actividad de las enzimas responsables de su sintesis, fitoeno sintasa y
fitoeno desaturasa, y a la casi desaparicion de las enzimas B y e-licopeno
ciclasas que utilizan el licopeno en posteriores etapas de sintesis de otros
carotenoides como el a y el B-caroteno. El contenido en licopeno total y sus
isomeros en las muestras de tomate para consumo en fresco fue similar a
los datos obtenidos por otros autores para tomate maduro (Abushita et al.,
2000; Martinez-Valverde et al. 2002; Kuti y Konuru, 2005; Ahmed et al.,
2011), observando diferencias estadisticamente significativas para el
contenido de licopeno total, all-trans licopeno y cis licopeno entre las
muestras. Sin embargo, no se observaron diferencias significativas en el
contenido de licopeno total y all-trans en las variedades destinadas a la
industria, ya que todos estos frutos se cosecharon cuando estaban

totalmente maduros. Por tanto, podemos decir que la seleccion de la
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variedad es clave para la obtencion de productos con un valor anadido

especialmente en las variedades destinadas a consumo fresco.

El contenido de p-caroteno fue significativamente mayor en los
frutos maduros, con excepcion de la variedad Cherry Pera en la que no se
observaron diferencias significativas entre el estadio de maduracion pinton,
rosado y rojo. En el presente estudio, se observaron diferencias
estadisticamente significativas en el contenido de B-caroteno entre algunas
de las variedades analizadas. Sin embargo, no se observd una tendencia
clara durante el proceso de maduracion. En este sentido, otros autores
también han descrito resultados contradictorios. Cano et al. (2003)
observaron un incremento en el contenido de p-caroteno durante las
primeras etapas de maduracion seguido de una disminucion, para los
estadios mas desarrollados. Por el contrario, Abushita et al. (1997) y
Giovanelli et al. (1999) observaron un aumento constante de las
concentraciones de B-caroteno a lo largo de la maduracion del tomate.
Estas diferencias pueden ser debidas a otros factores que afectan de
manera determinante al contenido de licopeno y otros carotenoides. Entre
ellos, la exposicion directa a la luz solar es capaz de disminuir la sintesis de
licopeno (Dumas et al., 2003; Brandt et al., 2006), al igual que las
temperaturas por debajo de 12°C y por encima de 32°C (Leoni, 1992; Dorais
et al., 2008), por lo que estos factores también pueden afectar la sintesis

de B-caroteno ya que éste se sintetiza a partir del licopeno.

El contenido de compuestos fenolicos en las variedades de tomate
estudiadas fue similar a los datos publicados por Martinez-Valverde et al.
(2002) y ligeramente superior a los observados por Hernandez et al. (2007)
en variedades comerciales. Se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre variedades y estados de maduracion, aunque no se
observo una tendencia clara de la evolucion del contenido de compuestos
fenolicos a lo largo de la maduracion. Por el contrario, el contenido de
compuestos fendlicos totales no mostrd diferencias significativas entre las

distintas variedades de tomate de industria. El contenido de fenoles totales
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aumentd durante la maduracion solamente en la variedad Cherry Pera,
mientras que en el resto de variedades el contenido disminuyo ligeramente
0 se mantuvo constante. Sin embargo, este resultado puede estar asociado
con el método de analisis sobrestimando el contenido de estos compuestos,
ya que en la reccion con el reactivo de Folin-Ciocalteau pueden interferir
sustancias reductoras del tomate como la vitamina C o los azlcares. Esta es
probablemente la razén por la que el contenido de compuestos fendlicos
totales en la variedad Cherry Pera fue superior, especialmente en los
tomates mas maduros, ya que estos presentaron el mayor contenido en

vitamina C.

Los principales compuestos fenolicos observados fueron acido
clorogénico, rutina y naringenina. Estos resultados se correlacionan con los
observados por otros autores (Martinez-Valverde et al. 2002; Slimestad y
Verheul, 2009). El contenido de acido clorogénico en las muestras
analizadas disminuyé durante la maduracion, observando el menor
contenido en los tomates mas maduros mientras que el mayor contenido se
detecté en los tomates en los estadios verde, pintéon y rosado. Estos
resultados son similares a los observados por otros autores (Fleuriet y
Macheix 1981; Buta y Spaulding 1997). También se detectaron bajas
concentraciones de acidos ferulico y cafeico similares a los descritos por
otros autores (Buta y Spaulding, 1997; Luthria et al., 2006). En cuanto al
contenido de flavonoides, en las muestras analizadas solo se detectaron
rutina y naringenina. La rutina fue el principal flavonoide, observando una
gran variabilidad en su concentracion. Slimestad y Verheul (2009) también
describieron esta variabilidad dependiendo del cultivo estudiado y del
grado de maduracion, mostrando un mayor contenido en los tomates
maduros que en los verdes. Sin embargo, en nuestro estudio la
concentracion mas baja del flavonoide rutina fue cuantificada en los
tomates maduros, en tres de las cuatro variedades estudiadas, si bien no se
observaron diferencias estadisticamente significativas entre los distintos
estados de maduracion. En todas las variedades estudiadas (tomate para

consumo fresco como industrial), el contenido de rutina esta
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significativamente correlacionado con el de compuestos fendlicos totales.
La mayor concentracion de naringenina se observé en los estadios de
maduracion intermedios. Resultados similares fueron observados por
Schindler et al. (2005).

En general, podemos decir que los compuestos fendlicos estudiados
individualmente aumentan gradualmente su contenido entre los estados de
maduracion verde a rosado y disminuyen cuando los tomates alcanzan el
color rojo. Una conclusién similar fue descrita por Salunkhe et al. (1974)
que observd una disminucion del contenido polifendlico total con la

maduracion.

En cuanto al contenido en vitamina C, analizado en los tomates
destinados a consumo en fresco, observamos que la variedad afecta
significativamente al contenido de esta vitamina, sin observar una
tendencia clara a lo largo de la maduraciéon. De hecho, en la literatura
cientifica podemos encontrar estudios con resultados contradictorios
acerca de la evolucion del contenido de vitamina C durante la maduracion
(Abushita et al, 1997; Giovanelli et al., 1999; Jiménez et al., 2002; Cano et
al., 2003; Periago et al., 2009).

Otro de los micronutrientes, con actividad vitaminica y actividad
antioxidante, analizado en los tomates ha sido el folato, destacando el 5-
CH;-H4-folato ya que fue la Unica forma de folato detectada en las
diferentes variedades de tomate estudiadas. Estos resultados estan de
acuerdo con los observados por Periago et al. (2009). Su concentracion
oscildo ampliamente dependiendo de la variedad y estado de maduracion.
Esta gran variabilidad (>30%) en el contenido de folato en el tomate ya fue
descrita por Jagerstad et al. (2005). La variedad Ronaldo mostré un
contenido significativamente mayor de 5-CHs-H4-folato en todos los grados
de maduracion respecto al resto de variedades estudiadas. Estos resultados
son similares a los descritos por otros investigadores que analizaron, entre

otras, la variedad de tomate Ronaldo (Olivares et al., 2004; Periago et al.,
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2009). Aunque la concentracion de folato desde el estadio verde hasta el
tomate rojo maduro mostré6 una gran variabilidad, disminuyendo
significativamente (p < 0.0001) tal y como han descrito otros autores
(Basset et al., 2004; Periago et al., 2008), en tres de las cuatro variedades
estudiadas, no se observo un patron claro a lo largo de la maduracion.
Unicamente, en la variedad Cherry Pera el contenido de 5-CHs-H4-folato
aumenta de manera significativa a lo largo de la maduracion. En cuanto a
las variedades de tomate destinado a procesado industrial, el contenido de
folato oscilé entre 9.9 pug/100 gy 5.6 ug/100 g, en las variedades Malva y
H-9776, respectivamente. Estas cantidades fueron similares a las
observadas en los tomates rojos de las variedades destinadas a consumo en
fresco, con la excepcion de la variedad Ronaldo que presentéd el mayor
contenido. Por tanto, podemos decir que la influencia de la maduracion
sobre el contenido en folato del tomate es dificil de evaluar, tal como
describieron otros autores que estudiaron diferentes estados de maduracion

en fresas (Stralsjo et al., 2003).

Tras analizar las correlaciones entre la actividad antioxidante
hidrofilica y el contenido de los distintos compuestos bioactivos,
observamos que en los primeros estados de maduracion de los tomates de
consumo en fresco (verde y pinton), la vitamina C es el micronutriente que
mas contribuye a la actividad antioxidante hidrofilica. En los tomates
verdes, ademas, se observo una fuerte correlacion entre el acido
clorogénico y la actividad antioxidante hidrofilica (p<0.01) (rasrs-
Clorogenic=0.940), lo cual podria ser debido a que los mayores niveles de
este compuesto fendlico se encuentran precisamente en los primeros
estados de desarrollo del fruto (Buta et al., 1997). Por el contrario, en los
tomates maduros (tanto en las variedades destinadas a consumo fresco
como las de uso industrial) la mayor contribucion a la actividad
antioxidante es proporcionada por los compuestos fendlicos totales,
destacando la rutina, tal y como han observado otros autores (Periago et
al., 2009; Kotikova et al., 2011).
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Aproximadamente el 40% de la produccion total de tomate se destina
a la transformacion industrial dando lugar a una gran variedad de productos
en forma de zumos, salsas, purés, pastas, etc. En general, se considera que
el procesado térmico disminuye el valor nutricional de los alimentos,
debido a la pérdida de ciertas sustancias como las vitaminas (Klopotek et
al., 2005), hecho que es muy manifiesto para la vitamina C (Mercali et al.,
2012). Sin embargo, en el caso de los productos derivados del tomate, tras
el tratamiento térmico el contenido de licopeno permanece relativamente
estable, mostrando una mayor disponibilidad (Gartner et al., 1997) como
consecuencia de la ruptura de la estructura celular, que facilita su
extraccion y posterior cuantificacion. Son numerosas las investigaciones
que se han realizado para evaluar el efecto del tratamiento térmico sobre
el contenido de carotenoides, y especialmente sobre el licopeno (Dewanto,
et al., 2002; Gahler et al., 2003; Lin y Chen, 2005; Jacob et al., 2010,
Hwang, et al., 2012), observando que su contenido tras el procesado
térmico depende de las condiciones de tratamiento (Jacob et al., 2010), ya
que un tratamiento térmico intenso puede causar oxidacion originando la
degradacion del licopeno y otros carotenoides (Meléndez-Martinez et al.,
2004). También el efecto del tratamiento con altas presiones ha sido
estudiado para evaluar los cambios en los antioxidantes del tomate. Hsu
(2008) y Gupta et al. (2010) observaron que durante los tratamientos con
altas presiones (200-500 MPa) los carotenoides y la capacidad antioxidante
se mantienen relativamente estables, y mejoran ciertos atributos de

calidad del zumo de tomate como el color y la viscosidad.

Teniendo en cuenta que el tratamiento térmico aplicado en la
elaboracion del zumo de tomate preserva el contenido de compuestos
bioactivos, el segundo estudio de la presente Tesis Doctoral se disend para
investigar el efecto de la homogeneizacion y pasterizacion sobre el
contenido de los compuestos bioactivos estudiados en los tomates en
fresco, y la actividad antioxidante hidrofilica. Mediante este segundo
estudio se alcanza el tercer objetivo de esta Tesis. Por un lado, se evalud

la homogeneizacion en una o dos etapas aplicando distintas presiones,
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seguida de una pasterizacion, con el fin de comprobar si la
homogeneizacion en dos etapas puede mejorar la extraccion de compuestos
bioactivos en un puré de tomate fresco (RTP), considerando el efecto que
posteriormente tendria el tratamiento térmico de esterilizacion comercial.
Por otro lado, también se estudié el efecto de estos procesos de
homogeneizacion y de la temperatura de pasterizacion, en el puré de
tomate “hot break” (HTP), para evaluar el efecto de un segundo
tratamiento térmico en el contenido de los compuestos bioactivos,
teniendo en cuenta, que este es el procedimiento mas habitual para la
elaboracion de zumo de tomate en la industria, al utilizar como materia
prima el puré HTP elaborado previamente con los tomates frescos de

temporada.

El contenido de licopeno total en las muestras estudiadas fue similar
al descrito en la literatura cientifica (Periago et al., 2001; Xianquan et al,
2005), si bien observamos diferencias segun el tipo de muestra siendo el
contenido significativamente superior en las muestras HTP que en las RTP,
ya que generalmente las variedades de tomates utilizadas en la produccion
del puré HTP son de aptitud industrial y tienen un mayor contenido de
licopeno. Ademas, dado que la mayor parte del licopeno presente en el
tomate se encuentra en la piel (Lin y Chen, 2005), el método de procesado
“hot break” podria mejorar la extraccion de licopeno debido a que el
tratamiento térmico favorece la degradacion de las paredes y membranas
de las células aumentando la liberacion de licopeno de la matriz (Lin y
Chen, 2005). Otro efecto beneficioso del tratamiento térmico es la
inactivacion de enzimas como la lipooxigenasa (LOX), la hidroperdxido-liasa
(HPL) y la alcohol deshidrogenasa (ADH) entre otras, que intervienen en los
procesos de oxidacion de los lipidos, formacion de compuestos aromaticos y
degradacion de carotenoides como el licopeno (Peach et al., 2008; Davila-
Avina et al., 2011). Recientemente hemos estudiado en nuestro grupo de
investigacion que en zumos minimamente procesados la actividad residual
de LOX y HPL puede afectar a la degradacion del licopeno aumentando el

contenido de la cetona 6-metil-5-hepten-2-ona (Bravo, 2013), compuesto
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aromatico que se detecta durante el almacenamiento en refrigeracion
resultante de los fenomenos de co-oxidacion de este carotenoide (Buttery y
Ling, 1993). De hecho, se ha observado una correlacién negativa entre el
contenido de licopeno y la cantidad de cetona presente en el zumo durante
el almacenamiento (Bravo, 2013). Aunque en la presente Tesis Doctoral el
zumo fue pasterizado y no minimamente procesado, la inactivacion
completa de las enzimas que se consigue con estos tratamientos térmicos
ayuda a mantener la estabilidad del licopeno, evitando las pérdidas por
oxidacion enzimatica. Asi, la pasterizacion y homogeneizacion no afectaron
significativamente al contenido de carotenoides (licopeno y B-caroteno),
hecho al que pueden contribuir otros antioxidantes (vitamina C,
compuestos fenolicos y tocoferoles), proporcionandoles estabilidad durante
el procesado (Takeoka et al., 2001). Ademas, las condiciones de
temperatura y tiempo utilizadas en nuestro estudio (98 °C/40 seg.) podrian
evitar las pérdidas debido a la oxidacién del all-trans licopeno y B-caroteno
descritas por algunos autores (Meléndez-Martinez et al., 2004; Seybold et
al., 2004) tras el tratamiento térmico a alta temperatura durante un
tiempo prolongado. Hay que destacar que no se observd un incremento
significativo en el porcentaje de isomerizacion tras la homogeneizacion y la
pasterizacion en ninguna de las muestras estudiadas, lo que se correlaciona
con los resultados observados por otros autores (Abushita et al., 2000;
Takeoka et al., 2001; Seybold et al., 2004; Lin y Chen, 2005, Jacob et al.,
2010) que sugieren que los carotenoides, y especialmente el licopeno, son
relativamente estables a las reacciones de isomerizacion producidas
durante el procesado térmico. Tampoco observamos un aumento
significativo en el porcentaje de isomerizacion debido a la temperatura
utilizada durante el tratamiento térmico (98, 108 y 128 °C durante 40 seg.).
En este estudio, las condiciones del tratamiento térmico aplicadas
experimentalmente fueron similares a las utilizadas durante el procesado
del zumo de tomate, por lo que podemos decir que el tratamiento
industrial no produce un aumento significativo en la isomerizacion del
licopeno presente en el puré de tomate, tal como describieron Nguyen y
Schwartz (1998).
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En cuanto al contenido de compuestos fenodlicos totales, se observo
que la homogeneizacion no produce cambios significativos, mientras que la
pasterizacion conlleva a una disminucion significativa de su contenido,
tanto en las muestras RTP como en las HTP. En cuanto al efecto del
tratamiento térmico sobre los compuestos fendlicos se pueden hallar
resultados contradictorios en la literatura cientifica. Dewanto et al. (2002),
observaron que el contenido de estos compuestos no variaba tras la
aplicacion de un tratamiento a 88 °C durante 2, 15 y 30 min. Sin embargo,
otros autores describen un aumento del contenido tras el tratamiento
térmico (Gahler et al., 2003; Lavelli y Giovanelli, 2003; Jacob et al., 2010).
Al no haber realizado una cuantificacion individual de los compuestos
fenolicos mayoritarios, el efecto se evalu6 de forma global, y la
disminucion del contenido en compuestos fenolicos totales parece estar
relacionada con la degradacion de la vitamina C tras el tratamiento
térmico, ya que en el método Folin-Ciocalteau otras sustancias reductoras,
como el acido ascorbico, pueden interferir en la cuantificacion de estos
compuestos, por lo que al disminuir esta vitamina la reaccion colorimétrica
es menor cuantificando una menor cantidad de compuestos fenolicos
totales. Sin embargo, a pesar de la sobrestimacion de los compuestos
fenolicos por este método colorimétrico, éste sigue siendo muy utilizado
para la determinacion de compuestos fenédlicos (Wu et al., 2004), porque
nos permite comparar perfiles de compuestos fendlicos en los alimentos y

relacionarlos con otros parametros.

El contenido de vitamina C fue significativamente menor (46%) en las
muestras HTP que en las RTP como consecuencia del proceso térmico
aplicado en el tratamiento tecnoldgico “hot break”. Aunque el proceso de
homogeneizacion no produjo cambios significativos en la vitamina C, la
pasterizacion conllevd una importante disminucion de esta vitamina, siendo
mayor en las muestras HTP que en las muestras RTP, coincidiendo con los
resultados descritos por otros investigadores (Dewanto et al., 2000; Gahler

et al., 2003; Lavelli y Giovanelli, 2003). Sin embargo, no se observaron
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diferencias significativas para el contenido de vitamina C entre las

diferentes temperaturas de pasterizacion utilizadas.

Los procesos de homogeneizacién y pasterizacion no tienen un efecto
significativo sobre la actividad antioxidante hidrofilica de los purés de
tomate RTP y HTP. Sin embargo, tras la pasterizacion del puré HTP a
diferentes temperaturas, observamos una mayor actividad antioxidante en
las muestras tratadas a 108 y 128 °C. Este aumento podria ser debido a la
formacion de productos de la reaccion de Maillard, incluyendo diferentes
sustancias que se forman a elevadas temperaturas y que pueden inducir un
incremento de la capacidad antioxidante en los alimentos (Severini y Lerici,
1995; Nicoli et al., 1997). Este hecho se ve ademas reforzado por las
caracteristicas de composicion quimica del tomate, ya que su alto
contenido en azlcares naturales puede servir de sustrato de las reacciones
de Maillard.

En general, el contenido de folato en forma de 5-CHs-Hs-folato
aumento significativamente tras la pasterizacion suave (98 °C, 40 seg.),
independientemente del tipo de muestra o de si ésta habia sido
homogeneizada previamente. Sin embargo, cuando se emplearon
temperaturas de pasterizacion elevadas (108 y 128 °C) el contenido en
folato disminuyd entre un 15 y un 30%. Por tanto, podriamos decir que la
pérdida de folato durante el procesado esta en funcion de la temperatura
utilizada, asi como de la exposicion al oxigeno y a la luz (Stea et al., 2006).
También se observo un aumento progresivo y significativo (p<0.05) para el
contenido de folato en las muestras pasterizadas conforme incrementaba la
intensidad de la homogeneizacion, especialmente en las muestras
sometidas al proceso en dos etapas. Esto podria deberse al efecto de la
presion, que produce una rotura de los organelos celulares, favoreciendo la
extraccion y conversion de derivados de folato poliglutamato a
monoglutamato. Esto indica un fuerte efecto sinérgico de ambos
tratamientos, ya que observamos que el proceso de homogeneizacion por si

solo no afecta de forma significativa al contenido en folatos pero cuando se
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acompana de un proceso de pasterizacion, el contenido de 5-CH3-H4-folato
aumenta de 3 a 4 veces sobre el contenido inicial en las muestras HTP y

RTP, respectivamente, debido a una mayor extraccion.

Los resultados obtenidos de esta segunda experiencia nos
proporcionan informacion basica para la industria alimentaria acerca de los
cambios producidos en el contenido de compuestos bioactivos en alimentos
derivados del tomate y otros alimentos de origen vegetal, como resultado
de las diferentes condiciones de tratamiento en los procesos industriales.
Esta informacion permite adaptar los procesos de elaboracién de zumo de
tomate para obtener productos con un mejor valor nutricional de acuerdo
al contenido en compuestos bioactivos y por consiguiente con un valor

ahadido.

La gran actividad industrial asociada al procesado de los tomates
genera una gran cantidad de residuos solidos (pieles y semillas) que
representan un gran problema medioambiental. Los residuos de tomate
constituyen una fuente importante de carotenoides, compuestos fenolicos,
proteinas, azlcares, fibras, ceras y aceites (75% de acidos grasos
insaturados). Por ello, en los Ultimos afnos se han realizado numerosas
investigaciones para poder extraer aquellos compuestos bioactivos que son
considerados de gran interés para la industria alimentaria y farmaceutica,
destacando este residuo como una fuente natural de licopeno y de fibra
dietética (Rozzi et al., 2002; Topal et al., 2006). En la tercera experiencia
se realizo la caracterizacion de un subproducto del procesado industrial del
tomate denominado fibra dietética de tomate. Este subproducto procede
de la piel de tomate la cual es deshidratada, triturada y homogeneizada y
puede ser utilizada como ingrediente en la elaboracion de alimentos
procesados, proporcionando color e incrementando el contenido de fibra.
Con esta ultima experiencia se logro la consecucion del cuarto, quinto y

sexto objetivo de esta Tesis Doctoral.

98



Resumen Global

La fibra dietética procedente de la piel del tomate tiene un bajo
contenido en proteina y grasa, siendo el componente mayoritario los
carbohidratos complejos en forma de fibra dietética. El contenido de fibra
dietética total fue de 84.16 g/100 g, principalmente en forma de fibra
dietética insoluble (71.82 g/100 g) debido al alto contenido en celulosa y
hemicelulosa. El contenido en fibra dietética total de la fibra de tomate es
mayor que en otras fibras procedentes de otros vegetales como las pieles
de uva (Saura-Calixto, 1998), de zanahoria (Chantaro et al, 2008) y
productos de la fibra de cacao (Lecumberri et al., 2007). El alto contenido
en fibra dietética insoluble puede ser considerado una ventaja ya que
podria ser utilizado en la industria alimentaria como ingrediente para
aumentar la fraccion insoluble no digestible. La fibra de tomate podria
considerarse una buena fuente de K, Mg y Ca. Ademas, tiene un bajo
contenido en Na que junto con el bajo ratio Na/K es interesante desde el
punto de vista nutricional, ya que se ha sugerido como un factor protector
contra la enfermedad cardiovascular. Desde el punto de vista nutricional,
la adicion de fibra de tomate a los alimentos permite aumentar la ingesta
diaria de hidratos de carbono no digestibles, aumentando el volumen fecal
y desarrollando un efecto beneficioso para la funcion intestinal. Si ademas
tenemos en cuenta la baja presion osmotica que presenta, su consumo no
traeria consigo problemas intestinales asociados con la diarrea. En cuanto a
los resultados obtenidos del indice de retardo de difusién de glucosa,
podemos decir que este tipo de fibra puede reducir la absorcion de glucosa
durante la digestion intestinal gracias a la capacidad de interferir en su
absorcion. Esta propiedad es nutricionalmente importante porque podria
reducir la glucosa postprandrial tras la ingesta de alimentos a los que se les
haya anadido fibra tomate, teniendo un efecto positivo en el indice

glucémico de los alimentos.

Si nos fijamos en las propiedades tecnoldgicas, la capacidad de
retencion de agua de la fibra dietética de tomate fue de 6.76 g/g, siendo
mayor que la presentada por otras fibras procedentes de pieles de citricos

o de manzana (Figuerola et al., 2005). Sin embargo, la capacidad de
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hinchamiento y la capacidad de adsorcién de grasa fueron muy bajas,
hecho que queda justificado por el bajo contenido de fibra dietética
soluble (14.33%) y por la ausencia o escasa presencia de lignina en la piel
de tomate (Fraga et al., 1995), respectivamente. Por ello, desde el punto
de vista tecnologico la fibra de tomate podria contribuir a estabilizar la
matriz alimentaria, mejorando la densidad ya que la fibra insoluble se
utiliza como agente texturizante y permite reducir el contenido de lipidos

cuando se adiciona a los alimentos como ingrediente.

Ademas, de estas caracteristicas nutricionales y propiedades
funcionales, la fibra de tomate tiene como valor anadido que aporta
antioxidantes, carotenoides y compuestos fenolicos. Dadas las
caracteristicas del producto y teniendo en cuenta que estos compuestos
bioactivos se encuentran unidos principalmente a la pared celular, para su
cuantificacion se ensayaron distintos métodos de extraccion con
ultrasonidos, maceracion y enzimas comerciales hidroliticas. Cabe destacar
el contenido de compuestos fenolicos totales (158.1 mg GAE/100 g), muy
superior al observado en otras fibras como las procedentes de naranja
(Garau et al., 2007), aunque considerablemente bajo comparado con la
fibra de cacao que contiene 1320 mg GAE/100 g (Lecumberri et al., 2007).
De los tres métodos de extraccion analizados, en general, la extraccion
mediante ultrasonidos es el que proporciona una mejor extraccion de los
compuestos fendlicos de la piel del tomate, seguido de la maceracioén y el
tratamiento enzimatico. Aunque los tres métodos proporcionaron
diferentes cantidades de compuestos fenodlicos totales, los perfiles
observados fueron siempre los mismos, la rutina es el principal compuesto,
seguido por la naringenina, derivados de rutina y derivados del acido
clorogénico. El contenido de licopeno extraido de la piel de tomate fue de
3 a 4 mg/100 g, siendo la maceracion el método que permitié obtener
resultados ligeramente superiores. Sin embargo, ninguno de los métodos
ensayados consiguio la extraccion total de licopeno ya que la fibra de
tomate continuaba presentando un color rojizo tras la extraccion con

hexano.
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Gracias al contenido en estos compuestos bioactivos, la fibra de
tomate puede mejorar la actividad antioxidante de los alimentos a los que
se le anade como ingrediente. La capacidad antioxidante total estuvo
determinada principalmente por sustancias antioxidantes de tipo hidrofilico
(3.90 pmol TEAC/g frente a 0.044 pmol TEAC/g correspondientes a la
actividad antioxidante lipofilica). En los tomates, tal y como se ha
mencionado, cuando la vitamina C se ha degradado la actividad
antioxidante hidrofilica es aportada fundamentalmente por los compuestos
fenolicos (Garcia-Alonso et al., 2009; Periago et al., 2009). Como los
compuestos fenodlicos se encuentran unidos a la pared celular, la fibra de
tomate mostro una alta actividad antioxidante si la comparamos con otras
fuentes de fibra dietética, como la celulosa o el salvado de trigo,
frecuentemente utilizadas en la industria alimentaria. Aunque los
resultados obtenidos de esta tercera experiencia muestran las posibilidades
de uso como ingrediente alimentario de la fibra de tomate, su utilizacion
esta limitada por el color y el sabor que proporciona, aspectos que se
deben tener en cuenta a la hora de seleccionar los alimentos a los que se

puede adicionar.
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CONCLUSIONES

A partir de los resultados descritos y derivados de las diferentes

experiencias en las que se ha organizado la presente Tesis Doctoral, se han

obtenido las siguientes conclusiones:

Primera: La variedad de tomate y el estado de madurez del fruto
afectan de forma relevante al contenido de compuestos bioactivos
antioxidantes (licopeno total y sus isdmeros, B-caroteno, compuestos
fenolicos totales e individuales, acido ascorbico y folatos) y a la
actividad antioxidante hidrofilica de las variedades de tomate
destinadas al consumo en fresco. Entre las variedades de tomate
destinadas a la industria, que son normalmente procesadas cuando
estan totalmente maduras, las mayores diferencias se observaron en
el contenido de PB-caroteno, compuestos fenolicos individuales y

actividad antioxidante hidrofilica.

Segunda: En los primeros estadios de maduracién de las variedades
de consumo en fresco, la vitamina C y el acido clorogénico son los
compuestos bioactivos que mas contribuyen a la actividad
antioxidante hidrofilica del tomate. Por el contrario, en los tomates
maduros (tanto en las variedades de consumo en fresco como en las
destinadas al procesado industrial) la actividad antioxidante
hidrofilica esta fuertemente correlacionada con el contenido de

compuestos fendlicos totales y del flavonoide rutina.

Tercera: El proceso de homogeneizacion no produce cambios
significativos en el contenido de compuestos bioactivos ni en la
actividad antioxidante hidrofilica. Sin embargo, la homogeneizacion
acompanada de una pasterizacion suave (98 °C, 40 segundos)
produce un puré de tomate de textura fina con mejor calidad
nutricional, al aumentar la extractabilidad de los folatos y mantener

estable el contenido de carotenoides. Por el contrario, la
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pasterizacion a temperatura superior a 98 °C no es recomendable
debido a que produce la degradacion de la vitamina C y de los

folatos.

e Cuarta: Para mejorar el contenido de compuestos bioactivos y la
actividad antioxidante en productos procesados no solo es
importante la seleccion de un método de procesado apropiado, sino
que también lo es la condicion inicial de la materia prima de partida
(puré de tomate fresco o puré “hot break). En este sentido, se
recomienda la utilizacion de puré de tomate fresco ya que presenta
mayor actividad antioxidante hidrofilica aportada principalmente por

un mayor contenido de vitamina C.

e Quinta: La fibra procedente de piel de tomate presenta un alto
porcentaje de fibra insoluble y una alta capacidad de retencién de
agua asociada al alto contenido de hemicelulosas. Ademas, puede
ser considerada como una fuente de compuestos bioactivos
antioxidantes, principalmente licopeno, rutina y acido clorogénico, y
presenta un bajo indice de difusion de glucosa. Por lo que su uso
como ingrediente alimentario puede aumentar el contenido de fibra
y la actividad antioxidante, y reducir la glucosa postpandrial tras la
ingesta de alimentos a los que se le anada como ingrediente,

aportando un valor anadido al producto.
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Resumen

El consumo de tomate y productos derivados se ha relacionado con
efectos beneficiosos para el organismo atribuidos al elevado contenido en
varios compuestos como carotenoides, compuestos fenolicos, vitamina E,
potasio y selenio. El tomate en fresco se consume principalmente en
ensaladas, y se utiliza como ingrediente de muchas preparaciones
culinarias. Aproximadamente el 40% de la produccion total se destina a la
transformacion industrial dando lugar a productos derivados en forma de
zumos, gazpacho, salsas, purés, pastas, conservas de tomate, etc. Como
consecuencia del gran volumen de tomate procesado en la industria, se
genera gran cantidad de residuos sélidos (pieles y semillas) que pueden ser
utilizados para extraer compuestos bioactivos que son considerados de

interés para la industria alimentaria y farmacéutica.

La presente Tesis Doctoral se presenta como compendio de tres
trabajos de investigacion cuyos objetivos han sido estudiar los compuestos
bioactivos antioxidantes presentes en distintas variedades de tomate
destinados a consumo en fresco y tomates destinados a su procesado en la
industria alimentaria, conocer las variaciones en los compuestos bioactivos
tras determinados procesos industriales y evaluar la composicion quimica y
las propiedades de la fibra dietética del tomate como subproducto

generado tras el procesado tecnologico.

En el primer trabajo se ha estudiado la influencia de la variedad y el
estado de maduracion del fruto de tomate sobre los compuestos bioactivos
y la actividad antioxidante hidrofilica. La variedad de tomate y el estado
de madurez del fruto afectan de forma relevante al contenido de
compuestos bioactivos antioxidantes (licopeno total y sus isémeros, B-
caroteno, compuestos fenolicos totales e individuales, acido ascérbico y
folatos) y a la actividad antioxidante hidrofilica de las variedades de
tomate destinadas al consumo en fresco. En las variedades destinadas a la

industria (tomates maduros), las mayores diferencias se observaron en el
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contenido de B-caroteno, compuestos fendlicos individuales y actividad
antioxidante hidrofilica, observando una fuerte correlacion entre la
actividad antioxidante y la rutina. Esta informacion puede ser de utilidad
para la industria hortofruticola, nutricionistas y tecnélogos de alimentos,
ya que podrian conocer las variedades y los estados en los cuales las
propiedades nutricionales del tomate y sus efectos beneficiosos son
mayores para la salud con el fin de obtener productos de tomate con un

valor anadido.

En el segundo trabajo se ha evaluado la influencia del procesado
industrial sobre el contenido de algunos compuestos bioactivos presentes
en el tomate. Se analizaron dos tipos de puré de tomate utilizados
habitualmente en la industria alimentaria, puré de tomate crudo (RTP) y
puré de tomate “hot break” (HTP). Los procesos industriales a los que se
sometieron las muestras fueron la homogeneizacion en una o dos etapas
seguida de una pasterizacion. Finalmente, se aplicé un proceso de
esterilizacion a diferentes temperaturas a las muestras HTP para evaluar el
efecto de un segundo tratamiento térmico en el contenido de los
compuestos bioactivos, teniendo en cuenta que este es el procedimiento
mas habitual para la elaboracion de zumo de tomate en la industria, al
utilizar como materia prima el puré HTP elaborado previamente con los
tomates frescos de temporada. Para mejorar el contenido de compuestos
bioactivos y la actividad antioxidante en productos procesados no solo es
importante la seleccion de un método de procesado apropiado, sino que
también lo es la condicion inicial de la materia prima de partida (puré de
tomate fresco o puré “hot break”). Ambos factores pueden afectar al valor
nutricional del producto procesado final. Los procesos de pasterizacion y
homogeneizacion producen efectos diferentes dependiendo del compuesto
bioactivo analizado. Los carotenoides son relativamente estables al
tratamiento térmico, mientras que el contenido de compuestos fendlicos
totales y de vitamina C disminuyen significativamente. La homogeneizacion
junto con la pasterizacion a 98 °C produce un puré de tomate de textura

fina con mejor calidad nutricional, ya que aumenta la cantidad de folatos
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extraidos. Por el contrario, la pasterizacion a temperatura superior a 98 °C
no es recomendable debido a que produce la degradacion de la vitamina C

y de los folatos.

El tercer estudio se dedico a la caracterizacion de la fibra dietética de
tomate. Este subproducto procede de la piel de tomate la cual es
deshidratada, triturada y homogeneizada. La fibra de tomate presenta un
alto contenido en hemicelulosa insoluble y por sus propiedades funcionales
podria ser utilizada potencialmente como espesante o agente texturizante
en el desarrollo de alimentos con bajo contenido en grasas; como fuente de
fibra dietética para aumentar el contenido en fibra de la dieta; y como
fuente de antioxidantes (licopeno, rutina y acido clorogénico). Sin embargo
sus posibles utilizaciones estan limitadas por el color y el sabor que aporta,
que pueden modificar las caracteristicas organolépticas del alimento al

cual se anade.
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The consumption of tomato and tomato-based products have been
associated with beneficial effects for human health. These positive
characteristics are attributed to the content of several compounds such as
carotenoids, phenolic compounds, vitamin E, potassium and selenium.
Fresh tomatoes are mainly consumed in salads and also as an ingredient of
many recipes. Around 40% of world tomato production is allocated to
foodstuff industry which produces several products such as juices, gazpacho
(cold vegetable soup), sauces, purees, pastes, canned tomato, etc. A large
amount of solid residues (peels and seeds) are produced as a consequence
of the industrial processing. These residues could be used to extract
bioactive compounds interesting to foodstuff and pharmaceutical

industries.

This Doctoral Thesis is presented as a compendium of three scientific
articles addressing the influence of tomato variety, on-vine ripening and
industrial processing on hydrophilic antioxidant activity and naturally
bioactive compounds occurring in tomatoes. In addition, tomato peel fiber,
a by-product derived from the tomato industry, has been studied to
ascertain its nutritional composition, antioxidant compounds, and

functional properties.

In the first article we have studied the influence of cultivar and
ripening stage of tomato fruit in the content of bioactive compounds and
hydrophilic antioxidant activity. Total antioxidants (total lycopene and its
isomers, B-carotene, total and individual phenolic compounds and ascorbic
acid) and the hydrophilic antioxidant activity of fresh consumption tomato
varieties depend significantly on the cultivar and ripening stage. Since
industrial tomato varieties are commonly processed at the full ripe stage,
the major differences are observed in B-carotene, individual phenolic
compounds and antioxidant activity, with a strong positive correlation

between hydrophilic antioxidant activity and rutin. This information could
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be useful to fresh vegetable processors, nutritionists and food technologists
since it illustrates the varieties and stages at which the nutritional
properties of tomatoes and their beneficial effects for human health are

greatest in order to obtain tomato products with an added value.

The second article was designed to investigate how the content of
several bioactive compounds naturally occurring in tomatoes were affected
by industrial processing. Two types of tomato puree commonly used in the
food industry, namely raw tomato puree (RTP) and “hot break” tomato
puree (HTP), were employed. Industrial processes included homogenization
in either one or two steps followed by pasteurization. Finally,
pasteurization at different temperatures was also applied to the HTP to
assess the effect of a second thermal treatment on bioactive compounds,
considering that this is the most usual procedure to make industrial tomato
juice since it uses as raw material the HTP puree processed previously with
fresh seasonal tomatoes. The results of this study showed that not only the
selection of an appropriate processing method is important, but also is the
initial condition of the sample (raw or “hot break” tomato puree). This
could influence the nutritional value of the final product. Pasteurization
after homogenization produced a different effect depending on the
evaluated compound. Carotenoids were relatively resistant to thermal
degradation, whereas total phenolic content and ascorbic acid significantly
decreased. Homogenization together with pasteurization at 98°C produces a
smooth tomato puree and improves the nutritional quality by increasing the
folate extractability. However, pasteurization temperatures over 98°C are

not recommended because it causes degradation of vitamin C and folates.

The third study was dedicated to the characterization of dietetic
tomato fiber. This by-product derived from the tomato industry and
consisted in tomato peels which are drum dried, milled, and homogenized.
Tomato fiber is rich in insoluble hemicelluloses and due to its functional
properties it could be potentially used as a volume replacer, thickening, or

texturizing agent in the development of foods with low-fat content; as a
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rich dietary fiber source; and as an antioxidant enhancer (lycopene, rutin
and chlorogenic acid). However, colour and flavour must be considered in

its applications to avoid a negative effect on sensory characteristics of food

to which it is added.
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